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EVALUACION DEL CAMBIO EN EL CONTENIDO Y
PERFIL DE COMPUESTOS FENOLICOS EN Capsicum
chinense EN INTERACCION CON EL OOMICETO
FITOPATOGENO Pythium ultimum



RESUMEN

El presente trabajo se enfoco en la evaluacion del cambio en el contenido y perfil de
compuestos fendlicos en Capsicum chinense durante la interaccion con el oomiceto
fitopatdégeno Pythium ultimum, tomando en consideracion que C. chinense es un cultivo de
interés comercial y cultural en la region de la peninsula de Yucatan, y que estos metabolitos
secundarios tienen significancia en los procesos de adaptacion de las plantas frente a

condiciones de estrés como la interaccion con patogenos.

Los objetivos planteados fueron A) Evaluar los métodos de extraccion de compuestos
fendlicos en C. chinense. B) Identificar el perfil de compuestos fenolicos en C. chinense. C)
Evaluar el cambio contenido y perfil de compuestos fendlicos en C. chinense frente a la
interaccion con Pythium ultimum. D) Modelar el mecanismo que explique los cambios de

compuestos fendlicos durante la interaccion de C. chinense con P. ultimum.

En virtud de lo anterior, se evalud la extraccion compuestos fenélicos solubles (EPS) y no
solubles (NEPs) en plantula y fruto de C. chinense. Se evaluaron dos métodos (EAU y EC)
y diferentes solventes de extraccion. Los resultados mostraron que el solvente de extraccion
tiene un efecto significativo sobre el contenido de EPs, y se obtiene un alto contenido de EPs
con MeOH al 50%. Se obtuvo una mayor cantidad de EPs en hoja (1 = 12.25 mg EAG/g BS),
con respecto a tallo (u = 3.36 mg EAG/g BS) y raiz (u = 2.21 mg EAG/g BS), en fruto se
observo un promedio de EPs de 21.48 mg EAG/g BS. Mediante un modelo de distribucion
gaussiana, los resultados indicaron que existe una importante correlacion (R: 96) entre el
contenido de EPs y la polaridad (constante dieléctrica) de los solventes de extraccion. Con

relacion a los NEPs, se evaluo el efecto de la extraccion acida y alcalina. Los resultados



mostraron una mayor distribucion de NEPs fue observado en raiz (1 = 16.62 mg EAG/g BS),

en comparacion con tallo (u =11.76 mg EAG/g BS) y hoja (1 = 10.55 mg EAG/g BS).

Posteriormente, mediante UPLC-PDA-ESI-MS se determing el perfil de EPs y NEPs en raiz,
tallo, hoja y fruto de C. chinense. Se logré la identificacion tentativa de 39 EPs y 42 NEPs
distribuidos en los diferentes tejidos. Los principales EPs identificados fueron N-caffeyol
putrescina, acido clorogénico, derivados de apigenina, luteolina, chrysoeriol, y diosmetina,
mientras que los NEPSs consistian principalmente en acidos hidroxicinamicos como derivados
de &cido cafeico, acido clorogeénico, &cido ferulico, y &cido cumarico de acuerdo con su huella
espectral en la UV (190 a 400 nm). También se identifico en raiz la presencia de N-feruloyl

putrescina y N-feruloyl tiramina.

Para finalizar, se determiné el cambio en el contenido y perfil de EPs y NEPs en plantula y
fruto de C. chinense durante la infeccion en raiz producida por P. ultimum. Los resultados
mostraron que no existen diferencias significativas en el contenido de EPs entre plantulas
infectadas y no infectadas, sin embargo, se observé una acumulacién significativa de NEPs
en raiz. Por su parte, en fruto se observo la acumulacion de EPs y una disminucion en el
contenido de NEPs durante la infeccion producida en la raiz. Los resultados obtenidos
mediante UPLC-PDA-ESI-MS mostraron una acumulacién significativa de N-caffeyol
putrescina en fruto durante la infeccion, lo que sugiere que este compuesto tiene un papel
importante en el mecanismo de defensa de C. chinense. En correlacion con los resultados
obtenidos se propuso el mecanismo de acumulacion de N-caffeoyl putrescina y su posible

mecanismo de accion frente a la infeccion producida por P. ultimum.



INTRODUCCION GENERAL

El objetivo del presente trabajo fue evaluar los cambios en el contenido y perfil de
compuestos fendlicos como parte de la respuesta de Capsicum chinense frente a la interaccion
con el oomiceto Pythium ultimum, el cual, es considerado un fitopatdgeno con un importante
impacto econdémico en diversos cultivos de interés comercial (Kamoun et al., 2014). Esto
como parte del proyecto de ciencia de frontera del CONACyYT (No. 35) denominado
“Cambios metabdlicos y el sistema de transduccion de sefiales asociados a la interaccion de

Capsicum chinense con Pythium sp.”

Inicialmente se presentan los fundamentos basicos que complementan el desarrollo del

presente trabajo, el cual esta integrado en los siguientes capitulos:

En el primer capitulo “Evaluacion y analisis de la extraccion de compuestos fendlicos en
Capsicum chinense” se estudio el efecto del solvente y el método de extraccion sobre el
contenido de compuestos fendlicos solubles (EPs por sus siglas en inglés) y no solubles
(NEPs por sus siglas en inglés) en extractos crudos obtenidos a partir de diferentes tejidos de
plantula (raiz, tallo y hoja) y fruto de C. chinense. Estos resultados permitieron determinar el
efecto de la polaridad de diferentes solventes sobre el contenido de EPs empleando modelos
de distribucion gaussiana. También se evaluo el efecto de la extraccion acida y alcalina sobre
el contenido de NEPs en los diferentes tejidos de plantula. En términos generales se

determino la distribucion de EPs y NEPs en diferentes tejidos de C. chinense.

En el segundo capitulo “Analisis e identificacion de compuestos fendlicos en Capsicum
chinense mediante UPLC-PDA-ESI-MS” se muestran los resultados derivados de la

separacion, deteccion e identificacién de EPs y NEPSs en extractos crudos obtenidos a partir



de diferentes tejidos (raiz, tallo, hoja y fruto) de C. chinense empleando cromatografia liquida
de ultra-alta eficiencia (UPLC por sus siglas en inglés) acoplado a un detector de fotodiodos
(PDA por sus siglas en inglés) y espectrometria de masas (MS por sus siglas en ingleés).
También se evaluo el efecto de la polaridad del solvente sobre la eficiencia de extraccion de
los principales EPs presentes en hoja de C. chinense, y el efecto de los diferentes tratamientos
de extraccion acida y alcalina sobre el contenido de los NEPs detectados en los diferentes

tejidos de plantula.

De acuerdo con los resultados obtenidos en el primer y segundo capitulo se establecieron los
criterios para establecer las condiciones de extraccion y andlisis de EPs y NEPs en diferentes

tejidos de C. chinense durante la interaccion con el oomiceto fitopatégeno P. ultimum.

En el tercer capitulo “Analisis del cambio en el contenido y perfil de compuestos fendlicos
en Capsicum chinense frente a la interaccion con Pythium ultimum” se establece la
interaccidn del oomiceto fitopatdgeno P. ultimum en raices de plantulas de C. chinense, y se
evalUan los cambios en el contenido de EPs y NEPs, asi como el perfil cromatografico
mediante UPLC-PDA-ESI-MS de los diferentes tejidos de plantula. Este mismo
procedimiento de analisis se realiza para evaluar los cambios de EPs y NEPs como parte de

la respuesta sistematica en fruto obtenido de plantas de C. chinense infectadas en la raiz.

Para finalizar, se discute acerca del posible mecanismo de accion de los principales
compuestos fenolicos acumulados durante la infeccion, se establecen las conclusiones

generales, las perspectivas y recomendaciones relacionadas a este trabajo.



ANTECENDENTES
» Importancia econdmica del Chile habanero (Capsicum chinense)

El chile habanero (C. chinense) es un cultivo tradicional del sureste mexicano con alto
impacto cultural y comercial en el mercado nacional e internacional; es decir, es un producto
agricola importante en la dieta de la poblacion en la peninsula de Yucatan, es representativo
debido a la alta pungencia que producen sus frutos con respecto a otras especies de chiles, y

su produccion genera empleos y divisa para el pais (Gutiérrez-Gémez et al., 2018).

De acuerdo con la Planeacion Agricola Nacional (2017-2030) publicado por la Secretaria de
Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA), México es el
principal exportador de chiles y pimientos del mundo, lo que equivale al 3.5% del PIB
agricola nacional, y 986.5 miles de toneladas de estos productos agricolas son exportados

(SAGARPA, 2016).

Con relacion a lo anterior, en la peninsula de Yucatan la produccion de chile habanero cuenta
con >300 hectareas de cultivo, las cuales producen un total de 3,520 toneladas en los estados
de Yucatan, Quintana Roo y Campeche, lo que en el mercado equivale a un ingreso de
79,523,700 de pesos (SIAP, 2015). Ademas, actualmente la regién cuenta con la
denominacién de origen de este cultivo (WIPO, 2010) y se ha desarrollado la normativa
correspondiente (NOM-189-SCFI-2017) para regular las caracteristicas de calidad de este

cultivo agricola.

El interés comercial dirigido hacia este cultivo sé debe principalmente a que sus frutos
presentan una alta pungencia, la cual se atribuye a la acumulacion de capsaicinoides; este
grupo de metabolitos ha adquirido un amplio nimero de aplicaciones en la industria

alimenticia y farmacéutica, y a través de la diversificacion de sus posibles usos ha



incrementado su importancia y valor comercial (Gutiérrez-Gomez et al., 2018). Ademas, se
trata de una buena fuente de nutrientes, como compuestos fendlicos (Butcher et al., 2012),
capsaicinoides (Bosland y Baral, 2007), carotenoides y acidos organicos (Topuz y Ozdenir,
2007) con potenciales propiedades biologicas que promueven efectos positivos para la salud

(Materska y Perucka 2005; Cao et al., 2015).

Oomiceto fitopatdgeno Pythium ultimum

Los oomicetos son un grupo de protistas filamentosos, se tratan de microorganismos
diploides, tienen la capacidad de formar micelio y dispersar odsporas como estructuras de
resistencia para sobrevivir en el suelo hasta entrar en contacto con un nuevo hospedero, y
tienen la capacidad de forma esporangios para la liberacion de zoosporas, las cuales son

células biflageladas empleadas como mecanismos de colonizacion (Thines y Kamoun, 2010).

Entre los principales oomicetos de importancia economica esta Pythium ultimum con
capacidad de infectar semillas y raices en el suelo de mas de 300 especies de plantas. Durante
el proceso de infeccidon Pythium ultimum emplea hifas que penetran el tejido vegetal mediante
la secrecidn de fitotoxinas, enzimas proteasas y lipasas; su principal estrategia es la induccion
de la muerte de las células vegetales de su hospedero para poder alimentarse, por lo que, se
considera un microorganismo necrotico. Este oomiceto habita comunmente en el campo,
estanques y materia vegetal en descomposicion, pero a diferencia de otras especies del género
Pythium es capaz de colonizar tejido vivo. (Van West et al., 2003; Zerillo et al., 2013;

Kamoun et al., 2014).



= Mecanismos de accion durante la interaccion Planta-Patdgeno

Los patdgenos son capaces de producir elicitores Ilamados patrones moleculares asociados a
patégenos (PAMPs por sus siglas en inglés), estos incluyen péptidos, metabolitos,
componentes de la pared celular, enzimas y toxinas empleadas para suprimir el mecanismo
de defensa de la planta. De igual modo, derivado del dafio producido durante la infeccion se
producen patrones moleculares asociados al dafio (DAMPs por sus siglas en inglés). En
estados avanzados de la infeccién los microorganismos necrotrofos y hemibiotrofos
producen una importante cantidad de enzimas cutinasas, xilanasas, celulasas, pectina liasas
y lacasas para descomponer la pared celular de hospedador, lo que produce la liberacién de
DAMPs. Los DAMPs y PAMPs son reconocidos por receptores de reconocimiento de patron
(PRRs por sus siglas en inglés) en la membrana plasmatica; tras el reconocimiento se
desencadena una cascada de sefializaciones quimicas dirigidas a la activacion del mecanismo

de defensa de la planta (Kushalappa et al., 2016).

Tras establecerse el contacto, el hospedero activa defensas inducibles dirigidas que le
permiten llevar a cabo la contencién del patdgeno, algunas de estas estrategias son la rapida
muerte celular programada (PCD por sus siglas en inglés), que forma parte de la llamada
respuesta hipersensible (HR por sus siglas en inglés), el reforzamiento de la pared celular,
sintesis de metabolitos secundarios (RRMs por sus siglas en inglés) y proteinas relacionadas
a la resistencia (RRPs por sus siglas en ingles), y en condiciones favorables es posible que se
establezca la resistencia a subsiguientes infecciones, la cual se denomina resistencia

sistematica adquirida (SAR por sus siglas en inglés) (Kushalappa et al., 2016).

Los RRMs denominados fitoanticipinas se producen de manera constitutiva (RRC por sus

siglas en inglés) en plantas en crecimiento, se almacenan en tricomas, glandulas y capas de



células epidérmicas en formas no toxicas, y son liberados durante el ataque de un patégeno.
Por otro lado, estan los compuestos de bajo peso molecular, y cuya sintesis es inducida de
novo después de la invasion del patdgeno; estas son conocidas como fitoalexinas (RRI por
sus siglas en inglés) (Ahuja et al., 2011). Las plantas producen una gran diversidad de estos
compuestos entre los que podemos encontrar compuestos fendlicos, terpenoides y acidos
grasos con propiedades antimicrobianas. Estos metabolitos pueden neutralizar al patdgeno o
formar polimeros méas complejos que se depositan en la pared celular para reforzarla. La
sintesis de estos compuestos tiene una significancia importante en la resistencia de las plantas

frente al ataque de patdgenos (Kushalappa et al., 2016).

= Compuestos fendlicos: generalidades, funcion bioldgica y estructura

Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios presentes en todas las plantas que se
encuentran distribuidos en diferentes drganos; su contenido y perfil dependen de cada
especie, la variedad y las condiciones ambientales; su importancia radica en que cumplen
diversas funciones bioldgicas y ecoldgicas esenciales en los procesos de adaptacion (De la
Rosa et al., 2019), por ejemplo, pueden actuar como atractores de polinizadores, en el
mecanismo defensa frente al ataque de patégenos (Novo et al., 2017), como atractores de
microorganismos benéficos en la rizosfera (Badri y Vivanco, 2009), en el mecanismo de
dispersion de semillas, como proteccion frente a la irradiacion UV vy el estrés oxidativo (Agati
etal., 2012; Verna y Shukla, 2015; Ledn-Chan et al., 2017), es decir, su presencia influye en
la capacidad que tienen las plantas para competir y sobrevivir en su entorno (Naikoo et al.,

2019).



En cuanto a su estructura, los compuestos fenolicos se caracterizan por la presencia de uno o

varios anillos aromaticos unidos a grupos hidroxilo como sustituyentes. Con relacion a su

estructura pueden clasificarse de manera general como compuestos fenolicos simples (acidos

hidroxibenzoicos, acidos hidroxicinamicos, y cumarinas), aquellos que presentan un grupo

fenol en su estructura, y como polifenoles (flavonoides, estilbenos, taninos, lignanos y

ligninas) caracterizados por la presencia de mas de un grupo fenol en su estructura (Figura

2) (Soto et al., 2015).

Los principales grupos de compuestos fendlicos se describen a continuacién (Soto et al.,

2015):

Acidos fendlicos: Estos compuestos estan presentes tanto en forma soluble como
unidos a otras estructuras, se dividen en dos principales grupos, acidos
hidroxibenzoicos y acidos hidroxicinamicos. Los primeros presentan un esqueleto
comdn C6 — C1 y los segundos un esqueleto C6 — C3. Estos varian en numero y
posiciones de grupo hidroxilo y metoxilo unidos en el anillo aromético.

Cumarinas: Son compuestos derivados del cido cinamico por ciclacion de la cadena
lateral del acido o — cumérico. ComUnmente se encuentran en formas glicosiladas.
Flavonoides: Se trata de un grupo de compuestos que comprende mas de 10,000
diferentes estructuras (Agati et al., 2012). La estructura consiste en un esqueleto
basico de 15 carbonos (C6 — C3 — C6); el anillo A es derivado de la ruta del acido
malonico, y el anillo B de la fenilalanina a traves de la ruta del acido shikimico. Los
patrones de sustitucion en el anillo C resulta en varias clases de flavonoides, entre las
que se puede mencionar a los flavonoles, flavonas, isoflavonas, flavanones,

flavanoles y antocianinas, siendo la chalcona un intermediario de la sintesis de cada
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uno de ellos. Estos se acumulan en las vacuolas y son sintetizados durante condiciones
de estrés como el producido por el exceso de luz UV; son efectivos compuestos
efectivos “atrapando” especies reactivas de oxigeno (ROS por sus siglas en inglés)
(Agati et al., 2009). También exhiben diferentes funciones, que van desde la
pigmentacion, atraccion de polinizadores y la defensa frentes a diversos factores de
estrés bidtico y abiotico. En el caso de los isoflavonoides estos estan reportados como
un grupo de compuestos con propiedades antagonicas contra patdgenos, y son
reconocidos como fitoalexinas debido a que son sintetizados en respuesta a
infecciones flungicas y bacterianas con el propdsito de limitar la progresion de
infecciones.

Estilbenos: Son un pequefio grupo de fenilpropanoides caracterizados por poseer una
cadena principal de 1,2 — difeniletileno. La mayoria de los estilbenos vegetales son
derivados de la unidad béasica de trans — resveratrol. Estos son acumulados en formas
libres y glicosiladas.

Taninos: Son compuestos fenolicos con peso molecular de 500 a 3000 Da, su
hidrolisis tiene como consecuencia la liberacion de acido galico y elagico, los cuales
son sus principales constituyentes.

Ligninas: Son agentes estructurales del alto peso molecular conformados por tres
subunidades: Alcohol cumarilico, coniferilico y sinapilico. Su principal funcién es
estructural, aunque se sabe que tiene propiedades antifungicas y antimicrobianas.
Lignanos: Estan formados por dos unidades de fenilpropano, se encuentran presentes

en frutas, semillas, granos y vegetales. Su esqueleto basico es un dimero C6 — C3.
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Figura 1. Clasificacion y estructura basica de los compuestos fendlicos (presentado de
acuerdo con la clasificacion propuesta por Soto et al., 2015).

Estos compuestos pueden ser sintetizados a partir de la ruta del acido shikimico, considerada
la principal ruta en la cual los precursores fenilpropanoides son sintetizados a partir de la L-
fenilalanina por la fenilalanina amonio liasa (PAL). Por otra parte, la ruta del &cido mal6nico
aporta el grupo malonil-CoA que en conjunto con el acido p-cumaroyl-CoA son empleados
para la sintesis de flavonoides y estilbenos (Figura 1) (De la Rosa et al., 2019; Naikoo et al.,

2019; Kushalappa et al., 2016).
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Figura 2. Ruta metabdlica simplificada para la sintesis de compuestos fenolicos.
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= Extraccion de compuestos fenolicos solubles (EPs) y no solubles (NEPS)

En el estudio de compuestos fendlicos es requerido el desarrollo de protocolos de extraccion
que permitan evaluar su contenido y perfil en matrices vegetales, esto con el fin de medir
posibles cambios en las respuestas metabolicas producidas por alteraciones en el entorno de
las plantas. Con relacion a lo anterior, a continuacion, se describe los métodos empleados en

la extraccion de compuestos fendlicos solubles (EPs) y no solubles (NEPS):

= Compuestos fenolicos solubles (EPS)

Los EPs son aquellos compuestos de bajo peso molecular, generalmente almacenados en las
vacuolas de las células vegetales, y son extraibles facilmente empleando extraccion solido-
liquido (SLE) mediante métodos de extraccidén convencional (EC) como la maceracion o
técnicas avanzadas de extraccion como la extraccion asistida por ultrasonido (EAU),
utilizando solventes organicos como metanol, etanol y acetona, o bien empleando mezclas

de solventes (Naczk y Shahidi, 2006; Shirsath et al., 2012; Medina-Torres et al., 2018)

= Meétodo de extraccion convencional (EC)

Las técnicas EC refieren a aquellas que Unicamente consiste en la aplicacion de calor,
agitacion y el ingreso de solvente dentro de las células vegetales, lo que permite la
solubilizacion y solvatacion de los compuestos de interés, este proceso se ve favorecido por
fendmenos de difusion mediante la formacion de un gradiente de concentracion (Figura 3).
En relacion con los compuestos fenolicos, se debe mencionar que, al tratarse de un grupo de
metabolitos con un amplio rango de polaridades, la selectividad, el perfil y el contenido de
los compuestos fendlicos dependera del solvente utilizado (Bae et al., 2012a; Loizzo et al.,
2015; Wang et al., 2016; Alvarez et al., 2017; Alonzo-Carrillo et al., 2017; Dias et al., 2017;

Hoyong et al., 2018).

14



El solvente entra en contacto
con las células vegetales

b

Célula vegetal

Flujo del
solvente

Flujo del
solvente

\J

A) Al elevar la temperatura se acelera el
proceso de extraccion mediante el ingreso
del solvente al interior de la célula vegetal,
por otro lado, la aplicacion de agitacion
mejora el proceso de difusién de los
compuestos extraibles

Los compuestos extraibles siguen un
gradiente de concentracion hacia el
exterior de la célula

Compuestos
fitoquimicos extraibles

) 5

Ingreso de I‘
solvente

Salida de I
solvente

B) El solvente ingresa a las células, al entrar
en contacto con el solvente los
compuestos  extraibles atraviesa la
membrana celular hacia el exterior,
fendmeno favorecido por la difusidén

simple.

Figura 3. Esquematizacion de principio de extraccion solido-liquido (SLE) a partir de
matrices vegetales empleando métodos convencionales

= Técnicas avanzadas de extraccion

Estas técnicas se caracterizan por ser rapidas, automatizadas, reproducibles y selectivas en
comparacion con técnicas convencionales, algunas de estas son: extraccion liquida a presion
(PLE por sus siglas en inglés), extraccion asistida por ultrasonido (EAU), extraccion
presurizada con agua caliente (PHWE por sus siglas en inglés), extraccion dual asistida por
microondas y destilacion simultanea (MDDE por sus siglas en inglés), y extraccién de fluidos
supercriticos (SFE por sus siglas en inglés) (Alonso-Carrillo et al., 2017; Dias et al., 2017,

Medina-Torres et al., 2017).

= Extraccion asistida por ultrasonido (EAU)

De las técnicas de extraccion antes mencionadas la extraccion asistida por ultrasonido (EAU)
ha sido ampliamente utilizada en matrices vegetales para la obtencién de compuestos
fenolicos. El principio consiste en la generacion de ondas ultrasénicas que producen la
formacion de burbujas en el solvente de extraccién. Las burbujas sufren fenédmenos de

rarefaccién y compresion hasta alcanzar un tamafio inestable y posteriormente colapsan. El
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colapso de las burbujas tiene como consecuencia la disrupcion de la pared celular, lo cual
permite el ingreso del solvente al interior de la célula vegetal y permite la liberacion de los

compuestos fitoquimicos ahi contenidos (Figura 4) (Medina-Torres et al., 2017).

Formacioén de burbujas y

. . Disrupcién celular Liberacion de fitoquimicos
propagacion sucesiva

Célula vegetal Incremento del tamafio Colapso de burbuja Rupturas en la pared celular

o§) et O \O ﬁ\% @\)7;.—’\
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N\

\
\ © & ¥ '
DD Y
/0

Fitoquimicos

/=

(@]
Entrada de solvente

A) Se produce la formacién de B) Se inducen fendmenos de C) La disrupcién de las células
burbujas debido a los cambios rarefaccion y compresion de las vegetales facilita la difusion del
de presidn y temperatura burbujas, estds alcanzan un tamafo solvente y la extraccion de

inestable y colapsan (cavitacién fitoquimicos

acustica). Se produce la implosién de

las burbujas sobre la pared celular

Formacion de burbujas

Figura 4. Esquematizacion del principio de extraccion asistida por ultrasonido (EAU) en
matrices vegetales (modificado de Medina-Torres et al., 2017)
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= Compuestos fenolicos no solubles (NEPS)

Los NEPs son compuestos poliméricos de alto peso molecular o moléculas de bajo peso
molecular que generalmente se encuentran asociados a estructuras de la pared celular (Figura
5), esto mediante enlaces covalentes, aunque también pueden encontrarse unidos mediante
puentes de hidrogeno e interaccion hidrofébicas. En el estudio de compuestos fendlicos
enlazados a estructuras de la pared celular, la hidrolisis &cida y alcalina son las formas méas
comunes para liberarlos (Acosta-Estrada et al., 2013; Tang et al., 2016; Dominguez-

Rodriguez et al., 2017).
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Figura 5. Representacion de la unién de compuestos fenolicos con las diferentes estructuras
de la pared celular vegetal (Modificado de Acosta-Estrada et al., 2013)

= Extraccion de compuestos fendlicos no solubles (NEPs) mediante hidrolisis
acida y alcalina

La hidrolisis acida puede ser utilizada para obtener un alto rendimiento de compuestos
fenolicos cercano al contenido real en comparacion que al emplear hidrolisis alcalina; es
capaz de producir la ruptura de los enlacen glucosidicos y en general deja los enlaces éster

intactos, sin embargo, produce la degradacion y cambios conformacionales en los
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compuestos extraidos (Acosta-Estrada et al., 2013; Dominguez-Rodriguez et al., 2017). La
preparacion de solventes mas empleados en la extraccion acida son el butanol/HCI (95:5 v/v)
y metanol/H2SOs. En cuanto a las condiciones optimas de extraccion, estas pueden variar
dependiendo de la matriz vegetal, sin embargo, en general se emplea un tiempo aproximado

de 1 h a 100°C. (Dominguez-Rodriguez et al., 2017).

Por su parte, la hidrolisis alcalina es capaz de romper los enlaces éster que unen a los acidos
fendlicos a polisacaridos de la pared celular, este tratamiento no suele causar la degradacion
de compuestos fendlicos. En la extraccion alcalina generalmente se utilizan concentraciones
de 2 a4 M de NaOH a una temperatura de 60°C con tiempos de extraccion que van desde los

15 min hasta las 4 h (Acosta-Estrada et al., 2013; Dominguez-Rodriguez et al., 2017).

= Meétodos de cuantificacion e identificacion de compuestos fenolicos

Los extractos crudos obtenidos a partir de una matriz vegetal pueden contener una gran
diversidad de metabolitos secundarios, por lo cual, para el analisis del contenido y perfil de
compuestos fenolicos deben emplearse diferentes herramientas para su, separacion,
deteccidn, identificacidon y cuantificacion. A continuacion, se describen algunos métodos y

herramientas empleadas para su analisis.

» Método espectrofotométrico

La determinacidn de compuestos fendlicos se puede apoyar en técnicas espectrofotométricas
como el ensayo de Folin-Ciocalteu; el principio de esta técnica consiste en la determinacion
de contenido de compuestos fendlicos midiendo la capacidad reductora en extractos
vegetales, sin embargo, esta técnica puede sobreestimar el contenido de compuestos
fenolicos al reaccionar con otras sustancias con capacidad reductora, por lo que se considera

gue no es especifica. Otro método es el empleado en la determinacion del contenido de
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flavonoides utilizando el método colorimétrico basado en la interaccion de los compuestos
fendlicos con el Al*3, sin embargo, al igual que la técnica anterior es posible sobreestimar el

contenido de flavonoides totales (Singleton y Rossi et al., 1965; Naczk y Shahidi, 2006).

= Meétodo mediante cromatografia liquida (LC) acoplado a detector de arreglo
de fotodiodos (PDA) y/o espectrometria de masas (MS)

El empleo de cromatografia liquida (LC por sus siglas en inglés) acoplada a detector de
arreglo de fotodiodos (PDA por sus siglas en inglés) y espectrometria de masas (MS por sus
siglas en inglés) es una herramienta ampliamente utilizada en estudios de metabolémica en
la identificacion de compuestos fenolicos (Wood, 2008; Mandal y Chakraborty, 2013). A

continuacion, se describen los elementos de esta herramienta de analisis.

= Cromatografia liquida

La cromatografia de liquidos (LC) es una herramienta versatil capaz de lograr la separacion
de diversos analitos en una muestra problema. En la cromatografia la separacion depende del
peso molecular, la estereoquimica, la polaridad y las modificaciones secundarias de los
analitos. Estan reportados principalmente dos métodos para el estudio de compuestos
fendlicos, la fase reversa (FR) y la fase normal (FN). La primera es ampliamente utilizada en
el estudio de compuestos fenolicos solubles, las fases moviles mas comunes son agua
(acidificada a pH 2 - 4 con é&cido formico o acido acético) y metanol o acetonitrilo, mientras
que como fase estacionaria es comun el uso de columnas C18 (columnas hidrofébicas
compactadas con cadenas alifaticas de 18 carbonos unidas a una base de silica) (Wood, 2008;

Mandal y Chakraborty, 2013; Dominguez-Rodriguez et al., 2017; Gu et al., 2018)
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= Andlisis mediante detector de arreglo de fotodiodos (PDA)

Uno de los instrumentos de deteccion mas utilizados es el PDA, mediante el cual los
compuestos fenolicos son detectados de manera general de 240 — 285 nm, los &cidos
hidroxicinamicos a 320 nm, las flavonas y flavonoles a 350 — 365 nm y las antocianinas a
460 — 560 nm. (Dominguez-Rodriguez et al., 2017). El uso de técnicas cromatogréficas es
comun en la identificacion de compuestos fendlicos, sin embargo, el uso de detectores de UV
0 PDA no proveen informacion estructural de los compuestos separados. En relacion con lo
anterior, la identificacion empleando un detector de PDA depende de que el tiempo de
retencion (TR) coincida con la de un compuesto estandar conocido y su huella espectral en
la UV-VIS, lo que limita el proceso de identificacion a los compuestos previamente
reportados de los cuales se cuente con estandares analiticos (Wood, 2008; Mandal y

Chakraborty, 2013)

= Andlisis mediante espectrometria de masas (MS)

Entre las principalmente técnicas de caracterizacién estructural se encuentra la
espectrometria de masas (MS), debido a que es una herramienta efectiva para determinar el
peso molecular, la formula molecular y realizar la caracterizacion estructural de compuestos
fenolicos a partir de matrices vegetales. Esta herramienta permite la ionizacion de los
compuestos separados por cromatografia, y produce la formaciéon de iones con cargas
positivas y negativas. Posteriormente, los iones son detectados y analizados con un algoritmo
computarizado. La adquisicion de datos permite analizar los compuestos ionizados en modo
ion positivo [M — H]") y negativo ([M — H]). El ion de mayor abundancia es considerado el
pico base, el ion de mayor masa un espectro del ion molecular, mientras que los de menor

masa corresponden a sus fragmentos. En conjunto esta informacién es atil para la
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caracterizacion estructural e identificacion de estas moléculas (Wood, 2008; Mandal y

Chakraborty, 2013; Gu et al., 2018).

= Compuestos fenolicos identificados en el género Capsicum mediante cromatografia
liquida, detector de arreglo de fotodiodos y espectrometria de masas

En la Tabla 1 se muestra el listado de trabajos publicados en los que se ha determinado el
perfil de compuestos fendlicos del género Capsicum empleando herramientas
cromatograficas en estudios de metabolémica. La mayoria de estos estudios se enfoca en la
determinacion del perfil de compuestos fenolicos en frutos de C. annuum debido a su
importancia comercial. Mediante el empleo de cromatografia liquida de alta eficiencia
(HPLC) o ultra alta eficiencia (UPLC/UHPLC) acoplado a PDA o detector de UV se observa
la identificacion de diversos compuestos como quercetina, luteolina, apigenina, kaempferol,
acido sinapico. acido clorogénico, acido cafeico, acido ferulico, acido vanilico y &cido
cumarico en frutos de C. annuum (Chen y Kang, 2003; Bae et al., 2012b; Bae et al., 2014;
Loizzo et al., 2013; Materska et al., 2015; Sachadyn et al., 2016; Ledn-Chan et al., 2017),
sin embargo, también se observa que, en la mayoria de los casos se realiza el andlisis de
flavonoides y acidos fendlicos en formas glicosiladas. A traves del empleo del detector de
MS se observa que muchos compuestos fenolicos presentes en frutos se encuentran en formas
glicosiladas, por lo que, se identifican una diversidad importante de derivados de luteolina y
apigenina en frutos y hojas de C. annuum (Park et al., 2012; Mikulic-Petkovsek et al., 2013;

Kim et al., 2014; Juéniz et al., 2016).
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Tabla 1. Estudios enfocados en la identificacion de compuestos fendlicos en Capsicum spp.

mediante herramientas cromatogréficas.

Compuesto

Especie
(6rgano)

Andlisis*

Referencia

Quercetina 3-O-rhamnosido-7-O glucdsido

Acido sinapico-E-glucésido

Apigenina-6-C-glucdsido-8-C-arabinosido
Luteolina-6-glucésido-8-C-arabinosido

Luteolina-7-O-(2-apiosil) glucdsido
Quercetina-3-O-rhamnosido

C. annuum
(fruto)

HPLC-DAD

Sachadyn
etal., 2016

Acido clorogénico
Luteolina-7-O-glucésido
Apigenina-7-O-glucésido

C. annuum
(fruto)

UPLC-PDA

Le6n-Chan
etal., 2017

Quercetina
Luteolina
Kaempferol
Apigenina

C. annuum
(fruto)

HPLC-PDA

Bae et al.,
2012

Sinapoyl-E-glucdsido

Quercetina-3-O-rhamnosido-7-O-glucésido

Luteolina-7-O-(2-apiosil) glucdsido
Quercetina-3-O-rhamnosido
Acido sinapico

Quercetina

Luteolina

C. annuum
(fruto)

HPLC-DAD

Materska
etal., 2015

Quercetina
Luteolina
Kaempferol
Apigenina
Miricetina

C. annuum
C. chinense
(fruto)

HPLC-PDA

Baeetal.,,
2014

N-caffeyol putrescina
Caffeyol-O-hexosido
Feruloyl-O-glucésido
Kaempferol-O-pentosil-dihexosido
Luteolina-7-O-(2-apiosil) glucdsido
Quercetina-3-O-rhamnosido
Dihidroxiflavona-O-hexosido

C. annuum
(fruto)

HPLC-MS

Park et al.,
2012

Acido p-hidroxibenzoico
Acido vanilico
Acido cafeico
Acido clorogénico
Acido p-cumarico
Acido ferdlico
Quercetina
Catequina
Luteolina
Kaempferol
Miricetina

C. annuum
(fruto)

HLPC-UV

Cheny
Kang,
2013

Apigenina
Quercetina
Luteolina

C. annuum
(fruto)

HPLC-UV

Loizzo et
al., 2013
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Continuacion de Tabla 1

Quercetina-3-glucésido-7-rhamnosido

Quercetina-3-sambubiosido-7-rhamnosido

Rutin

Quercetina-glucosido

Quercetina-rhamnosido

Luteolina-6,8-di-C-glucésido

Luteolina-6-C-hexosido-8-C-pentosido C. annuum Judniz et
Luteolina-6-C-pentosido-8-C-hexosido .(fruto) UHPLC-MS al 2016
Luteolina-8-C-hexosido '
Luteolina-7-O-(2-apiosil-6-malonil) glucésido

Luteolina acetil glucésido

Acido cafeico glucésido

Acido cafeico

Acido clorogénico

Acido cumarico

Acido clorogénico

Luteolina-6,8-di-C-hexosido

Quercetina-3-O-rhamnosido-7-O-hexosido

Apigenina-6,8-di-C-hexosido

Luteolina-6-C-hexosido-8-C-pentosido

Luteolina-6-C-pentosido-8-C-hexosido

Apigenina-6-C-pentosido-8-C-hexosido

Apigenina-6-C-hexosido-8-C-pentosido

Luteolina-6-C-hexosido Mikulic-
Luteolina-8-C-hexosido C.(?rrlmir;g;m pg%fﬂ's Petkovsek
Luteolina-6-C-(6-malonil) hexosido-8-C-pentosido etal., 2013
Quercetina-3-O-rutinosido

Luteolina-7-O-(2-apiosil) hexosido

Quercetina-3-O-glucosido

Quercetina-3-O-rhamnosido

Luteolina-7-O-2-(2-apisil-6-acetyl) hexosido

Luteolina-7-O-(2-apiosil-6-malonil) hexosido

Chrysoeriol-7-O-(2-apiosil-6-acetyl) glucésido

C. annuum HPLC- Novo et
(tallo) PDA/MS al., 2017

N-feruloyl tiramida

N-caffeyol putrescina
Acido clorogénico
Acido clorogénico metil éster
Acido clorogénico butil éster
Delphinidin-3-(4-trans-coumaroyl-L-rhamnosil (1-6)- C. annuum HPLC-MS Kim et al.,
glucopiranosido)-5-O-glucopiranosido (hojas) 2014
Luteolina-7-O-apiofuranosil (1-2) glucopiranosido
Luteolina-7-O-glucopiranosido
Apigenina-7-O-apiofuranosil (1-2) glucopiranosido

e  Apigenina-7-O-glucopiranosido
*HPLC: High performance liquid chromatography (cromatografia liquida de alta eficiencia); UPLC/UHPLC: Ultra-high performance
liquid chromatography (cromatografia liquida de ultra alta eficiencia); PDA/DAD: Photodiode array detector/diode array detector (detector
de arreglo de fotodiodos/arreglo de diodos); MS: Mass spectrometry (espectrometria de masas).
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= Estudios del andlisis de cambios del perfil y contenido de compuestos fenolicos del
género Capsicum en interaccion con microorganismos fitopatégenos

En la Tabla 2 se muestran los estudios publicados en los que se ha evaluado la significancia
de los compuestos fendlicos durante la interaccion del género Capsicum con diversos
patdgenos. En los trabajo publicados por Gayoso et al. (2004), Owen-Going et al. (2008) y
Jayawardana et al. (2016), se ha evaluado el cambio en el contenido de EPs y NEPs en
diferentes tejidos de plantas de C. annuum durante la infeccion local en raices producida por
Phytophthora capsici, Pythium aphanidermatum, y Colletotrichum gloeosporioides
respectivamente, y se ha observado el incremento principalmente de NEPs, sin embargo,
estos estudios se limitan a determinar el contenido mediante ensayos de
espectrofotométricos, por lo que, no se cuenta con informacion acerca del perfil de los
compuestos fendlicos involucrados en el mecanismo de defensa en plantas de C. annuum.
Por su parte, Mikulic-Petkovsek et al. (2013) y Park et al. (2012) han evaluado el cambio en
el perfil de compuestos fenolicos mediante HPLC acoplado MS, por lo que, han podido
definir los principales cambios en la infeccion producida por patégenos del género
Colletotrichum en frutos de C. annuum. Algunos de estos cambios involucran la sintesis de
fenol amidas como N-caffeyol putrescina, y diversos flavonoides (principalmente luteolina
y apigenina) y algunos acidos hidroxicinamicos. Otro trabajo, es el presentado por Novo et
al. (2017), quienes han evaluaron estos cambios como parte de la respuesta sistematica en
tallos cuando la infeccion es producida en raices de plantas de C. annuum. Estos autores,
discuten que las fenol amidas como N-feruloyl tiramida tiene un rol importante en la
resistencia de plantas de C. annuum frente a la infeccion producida por Verticillium dahliae,
debido a que contribuyen en el fortalecimiento de las pared celulares como mecanismo de

defensa.
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Tabla 2. Estudios y analisis de cambios en el contenido y perfil de compuestos fendlicos en
Capsicum spp. frente a la interaccion con patdgenos

Interaccion Sitio de P .
. . = Analisis Referencia
planta-patégeno infeccion
Inggcr(;li(ézslt()j(;al EPs/NEPs en raiz, tallo
¢ annuum — P. plantulas de 15 y hojas medlantg Gayoso et al., 2004
capsici dias espectrofotometria

postgerminacion

(Folin-Ciocalteu)

C. annuum — P.

Infeccion local

. . NA Hu-Zhe et al., 2005
capsici en raices
Infeccion local
. en raices de
C. Chége:ii? -P. plantulas con 2 NA Caamalé(érl?n etal.,
P semanas

postgerminacion

C. annuum — P.
aphanidermatum

Infeccion local
en raices en
plantas con 5-6
semanas en
sistema
hidropénico

EPs/NEPs en raiz, tallo
y hojas mediante
espectrofotometria
(Folin-Ciocalteu)

Owen-Going et al.,
2008

C. annuum — P.
capsici

Infeccion local
en raices de
plantas con 2
meses
postgerminacion

NA

Woo-lJin et al., 2004

C. annuum - C.

EP/NEPs mediante

Infeccion local . Jayawardana et al.,
gloeosporioides en frutos espec_trof(_)tometrla 2016
(Folin-Ciocalteu)
C.annuum-C. Infeccion local EPs mediante HPLC- Mikulic-Petkovsek et
coccodes en frutos PDA/MS al., 2013
C. annuum - C. Infeccion local EPs mediante HPLC-
gloeosporioides en frutos MS Park etal., 2012
Infeccion local EPs/NEPs en tallos
C. annuum — en raices de mediante
Verticillium plantas con 10 espectrofotometria Novo et al., 2017
dahliae semanas

postgerminacion

(Folin-Ciocalteu) y
HPLC-MS

*EPs: Extractable phenolics (compuestos fenélicos solubles); NEPs: Non-extractable phenolics (compuestos fendlicos no solubles); HPLC:

High performance liquid chromatography (cromatografia liquida de alta eficiencia); PDA: Photodiode array detector (detector de arreglo
de fotodiodos); MS: Mass spectrometry (espectrometria de masas); NA: No aplica.
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JUSTIFICACION

Capsicum chinense es un cultivo ampliamente conocido debido a la sensacion de pungencia
que producen sus frutos, atributo que debe a la presencia de capsaicinoides, y que le han
permitido diversificar su nimero de aplicaciones, lo cual a su vez ha tenido como
consecuencia un aumento en la apreciacion y valor comercial de este producto en el mercado

nacional e internacional.

Durante el desarrollo este cultivo es susceptible a una serie de factores bidticos y abidticos
que pueden reducir la posibilidad de la planta de completar su crecimiento y desarrollo, y por
tanto la posibilidad de desarrollar frutos de calidad y en las cantidades demandas por los

diversos mercados.

Los factores bioticos involucran la exposicion a diversos organismos, y muchas de estas
interacciones son mediadas en la rizosfera. En consecuencia, las raices de las plantas son
blancos frecuentes del ataque de patdgenos. Uno de los mas importantes, estudiados y
clasificado por diversos autores como de los mas devastadores en una gran variedad de
cultivos es el oomiceto fitopatdgeno Pythium ultimum, que junto con otro grupo de
microorganismos patogénicos son responsables de multiples enfermedades que producen el
marchitamiento de plantulas provocando pérdidas econdmicas importantes en cultivos de

interés comercial como el chile habanero.

A pesar de este prondstico, las plantas por su parte también han desarrollado mecanismos
para defenderse en un entorno altamente dindmico, siendo capaces de producir una gran
diversidad y cantidad de compuestos fitoquimicos secretados e inducibles para repeler,

inhibir, o eliminar directa o indirectamente a estos microorganismos. Uno de los grupos de
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metabolitos secundarios involucrado en estas funciones de suma importancia para la
supervivencia y adaptacion de las plantas son los compuestos fenolicos, los cuales fungen

como mecanismo de defensa y median la resistencia frente al ataque de patogenos.

A través del presente trabajo se espera conocer el perfil de compuestos fendlicos presentes
en C. chinense, identificar aquellos que son inducidos frente a la interaccién con P. ultimum,
observar los efectos fisioldgicos directos e indirectos de esta interaccion, y caracterizar el

comportamiento de estas moléculas frente al ataque de este patdgeno.

Este estudio es parte de un desarrollo de ciencia basica que pretende mejorar la comprension
de la funcion bioldgica de este grupo de metabolitos secundarios a través de la ampliacién
del estado de conocimiento de los cambios de estos compuestos durante la interaccion C.
chinense — P. ultimum, a su vez este permitira aumentar las posibilidades de lograr desarrollos
dirigidos en mejorar la productividad y el funcionamiento en un ecosistema dinamico de
cultivos locales como C. chinense, ofreciendo potenciar las oportunidades para implementar

estrategias de control contra patdgenos como P. ultimum.
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HIPOTESIS

Se desarrolla la modificacion del contenido y perfil de compuestos fendlicos en diferentes
tejidos como parte del mecanismo de defensa de Capsicum chinense durante la interaccion

en raices con el oomiceto fitopatogeno Pythium ultimum
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OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la interaccion de Pythium ultimum sobre el contenido y perfil de

compuestos fenolicos en Capsicum chinense inducidos local y sisteméaticamente.

OBJETIVOS PARTICULARES

I.  Evaluar los métodos de extraccion de compuestos fenolicos en Capsicum chinense.
I1.  Identificar el perfil de compuestos fendlicos en Capsicum chinense.
[1l.  Evaluar el contenido y el perfil de compuestos fenolicos en los diferentes tejidos de
Capsicum chinense durante la interaccion con Pythium ultimum.
IV.  Formular el mecanismo que explique los cambios de compuestos fenolicos durante

la interaccion de Capsicum chinense con Pythium ultimum
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CAPITULO 1:
Evaluacion y analisis de la extraccion de compuestos

fenolicos en Capsicum chinense

30



1.1.INTRODUCCION
El chile habanero (Capsicum chinense) es uno de los mas representativos cultivos del sureste
mexicano con una gran importancia cultural y comercial (Gutiérrez-Gomez et al., 2018). Este
posee la proteccion de denominacion de origen (PDO por sus siglas en ingles), lo cual,
distingue los cultivos de chile habanero producidos en la peninsula de Yucatan de los
producidos en otras regiones y paises (WIPO, 2010). Para obtener las caracteristicas de
calidad (establecido en la NOM-189-SCFI-2017) y productividad, es necesario que las
plantas tengan un adecuado estado fisiologico, y la capacidad de responder a los constantes
cambios en el medio ambiente con el fin de completar su desarrollo; esto involucra
mecanismos de adaptacién y supervivencia en los que participan la produccion de

metabolitos secundarios (Verna y Shukla, 2015; Madani et al., 2019).

Los compuestos fendlicos son uno de los principales metabolitos secundarios presentes en
todas las plantas, y tienen una gran significancia en los procesos de adaptacion de las plantas
en su medio ambiente, debido a que poseen un amplio rango de funciones bioldgicas y
ecoldgicas. Estos pueden actuar como atractores de polinizadores, como mecanismo de
defensa frente al ataque de patdgenos (Novo et al., 2017), atractores de microorganismos
benéficos en la rizosfera (Badri y Vivanco, 2009; Verna y Shukla, 2015), favorecer la
dispersion de semillas, y proteccion frente a la irradiacion UV vy estrés oxidativo (Agati et
al., 2012; Ledn-Chan et al., 2017). Estos se encuentran distribuidos en diferentes tejidos de
la planta, localizados en diversas estructuras de las células vegetales (Guan-Lin et al., 2017),
y su contenido y perfil puede variar segin la especie, la variedad y las condiciones

ambientales (Naikoo et al., 2019).
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Una fraccion importante de estos compuestos se encuentra almacenada en las vacuolas de las
células vegetales y son considerados la fraccion soluble de compuestos fendlicos (EPs por
sus siglas en inglés), la cual, puede ser extraida utilizando métodos de extraccion
convencional (EC) como la maceracion, o técnicas avanzadas como la extraccion asistida por
ultrasonido (EAU), mediante el uso de solventes organicos como metanol, etanol y acetona
0 mezclas de solventes (Naczk y Shahidi, 2006; Shirsath et al., 2012; Medina-Torres et al.,
2018). En relacion con los solventes, diferentes parametros de polaridad basados en sus
propiedades para interactuar con diferentes solutos han sido propuestas, como la constante
dielectrica, el indice de polaridad, y el parametro de solubilidad polar (Snyder et al., 1978;
Hansen, 2007). Algunos autores han reportado que estos parametros son Utiles para predecir
el rendimiento de los compuestos fitoquimicos a partir de matrices vegetales (Wang et al.,

2016; Alvarez et al., 2017; Rybinsk-Fryca et al., 2018; Hoyong et al., 2018).

Algunos estudios han evaluado el efecto del solvente de extraccion sobre el contenido de EPs
en extractos obtenidos a partir de frutos de Capsicum annuum, Capsicum baccatum,
Capsicum chacoense y Capsicum frutescens, sin embargo, la influencia de parametros de
polaridad de solvente y el efecto del método de extraccion sobre la obtencién de compuestos
fendlicos solubles o extraibles en C. chinense no ha sido estudiada detalladamente (Bae et

al., 2012; Loizzo et al., 2015; Dias et al., 2017).

Ademas de los EPs, una fraccién importante de compuestos fendlicos se encuentra asociada
a macroestructuras como polisacaridos y proteinas de la pared celular primaria en la células
vegetales y son conocidos como la fraccion no soluble (NEPs por sus siglas en inglés)
(Dominguez-Rodriguez et al., 2017). Estos se encuentran principalmente unidos mediante

enlaces covalentes, aunque también pueden encontrarse unidos a traves de puentes de
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hidrogeno e interacciones hidrofobicas (Pérez-Jiménez y Torres, 2011; Guan-Lin et al.,
2017). En el estudio de compuestos fenolicos enlazados a estructuras de la pared celular, la
hidrolisis acida y alcalina son las formas mas comunes para liberarlos (Acosta-Estrada et al.,

2013; Tang et al., 2016).

El desarrollo de protocolos de extraccion de metabolitos secundarios como los compuestos
fendlicos es importante en el estudio de matrices vegetales como C. chinense, para poder
evaluar las complejas respuestas metabolicas causadas por cambios o alteraciones en estos
cultivos en interaccion con el medio ambiente. Sin embargo, la mayoria de los estudios solo
han evaluado la extraccion de EPs en fruto del género Capsicum. y poca atencién se ha dado
al estudio de la extraccion de compuestos fenolicos en plantas de chile habanero. En relacién
con lo anterior, el principal objetivo fue A) Evaluar el efecto del solvente y método de
extraccion sobre el contenido de EPs en hoja, raiz, tallo y frutos de C. chinense. B)
Correlacionar el CFT con tres pardmetros de polaridad (constante dielectrica, indice de
polaridad, y parametro de solubilidad polar) a través de un modelo de distribucién gaussiana.
C) Evaluar el efecto de diferentes tratamientos de extraccion sobre el contenido de NEPs

presentes en plantulas de C. chinense.
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1.2.MATERIALES Y METODOS

1.2.1. Reactivos quimicos

Los reactivos quimicos empleados fueron Folin-Ciocalteu (2N), acido galico monohidratado
(>98.0%), acido acético (>99.7%) y acetato de etilo (>99.9%) adquirido en SIGMA — Aldrich
(St. Louis, MO, EE. UU.); carbonato de sodio (Na2COs), acido clorhidrico (>36.5%),
metanol (>99.90%) y acetona (> 99.6%) adquiridos en Avantor J. T. Baker (Radnor, PA, EE.
UU.); n — hexano (> 95.0%) adquirido en Fermont (Monterrey, NL, MX). El agua ultrapura

fue obtenida de un sistema de filtracion Milli — Q (Millipore, Bedford, MA, EE. UU.).

1.2.2. Material vegetal

Las plantulas de Capsicum chinense Var. Chichen Itz con 45 dias postgerminacion fueron

adquiridas de un productor local en la comunidad de Suma, Yucatan, México (Marzo —2018).

Los frutos de chile habanero (Capsicum chinense Var. Chichen Itz4) fueron adquiridos en un
invernadero experimental del Centro de Investigacion y Asistencia en Tecnologia y Disefio

del Estado de Jalisco (CIATEJ A. C.) Unidad sureste (Noviembre, 2018)

1.2.3. Pretratamiento de material vegetal

Se removi0 la fraccién de sustrato adherido a las raices realizando repetidos lavados con agua
destilada, posteriormente con ayuda de una tijera los principales érganos fueron seccionados
en hoja, tallo y raiz. EI material fresco de fruto, hoja, tallo y raiz fue congelado en nitrégeno
liquido y pulverizado en un molino (KRUPS, GX41000, México). Las muestras fueron
liofilizadas (Labconco, Benchtop 6 L, EE. UU.) a 0.070 mbar y - 50°C durante 48 h. Se
determino el tamafio de particula de los materiales obtenidos y la humedad de las muestras

por el método de termobalanza (OHAUS, MB45, EE. UU.).
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1.2.4. Diseflo de experimentos para la extraccion de compuestos fendlicos solubles
(EPs)

Se evaluaron dos factores sobre el contenido EPs en de raiz, tallo y hoja de Capsicum
chinense, el método de extraccion (Factor A), para el cual se evalud la extraccion
convencional (EC) y la extraccién asistida por ultrasonido (EAU); y el solvente de extraccion
(Factor B) en el que se evaluaron diferentes solventes puros y mezclas binarias. En fruto
solamente se evalud el efecto del solvente de extraccion (Factor B) sobre el contenido de EPs

empleando EC como método de extraccion (Tabla 1.1).

Para la extraccion de EPs a partir de hojas se propuso un disefio factorial 2x10, en el cual, se
evaluaron ambos métodos (EC y EAU) utilizando como solventes, hexano, acetato de etilo,
acetona, metanol, acetona al 80%, metanol al 80%, metanol al 20%, metanol al 50%, acido
acetico al 1%, y agua. En la extraccion de EPs a partir de tallo y raiz se propuso un disefio
factorial 2x6, en el cual, se evaluaron ambos métodos (EC y EAU) utilizando como solventes,
hexano, acetato de etilo, acetona, metanol, acetona al 80% y metanol al 80% (Tabla 1.1). En
la extraccion de EPs a partir de fruto se evalu6 Unicamente EC utilizando como solventes,
hexano, acetato de etilo, acetona, metanol, acetona al 20%, metanol al 80%, metanol al 20%,
metanol al 50%, acido acético al 1%, y agua (Tabla 1.1). La variable de respuesta estudiada
en todos los disefios de experimentales fue el contenido de fenoles totales (CFT) expresado

en mg equivalentes de acido galico (EAG)/g de base seca (BS).
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Tabla 1. 1. Disefio experimental para la extraccion de compuestos fendlicos solubles (EPS)
en fruto, hoja, tallo y raiz de Capsicum chinense Var. Chichen Itz4& mediante extraccion
convencional (EC) y extraccion asistida por ultrasonido (EAU) empleando diferentes
solventes.

Factores

Tejido

A: Método de extraccién B: Solvente
Vegetal

Niveles Niveles

Hx: Hexano
AcOEt: Acetato de etilo
MeOH: Metanol
Ace: Acetona
Hoja* Ace 80%: Acetona al 80%
EC/EAU MeOH 80%: Metanol al 80%
MeOH 20%: Metanol al 20%
MeOH 50%: Metanol al 50%
AcOH 1%: Acido acético al 1%
A: Agua
Hex: Hexano
AcOEt: Acetato de etilo
MeOH: Metanol
Ace: Acetona
Ace 80%: Acetona al 80%
MeOH 80%: Metanol al 80%
Hex: Hexano
AcOEt: Acetato de etilo
MeOH: Metanol
Ace: Acetona
Ace 20%: Acetona al 20%
MeOH 80%: Metanol al 80%
MeOH 20%: Metanol al 20%
MeOH: 50%: Metanol al 50%
AcOH 1%: Acido acético al 1%
A: Agua
*Disefio experimental independiente para cada tejido de Capsicum chinense

Tallo/Raiz* EC/EAU

Fruto* EC
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1.2.4.1. Extraccion de compuestos fenolicos solubles (EPs) mediante extraccion
convencional (EC) y extraccion asistida por ultrasonido (EAU).

Para le extraccion de EPs las muestras liofilizadas (200 mg) fueron colocados en tubos
conicos de 15 mL (Falcon™) y se les adiciono 10 mL de solvente. La EC se realizo
empleando una placa de calentamiento (Themo Scientific, Modelo No. SP131325Q, China)
con un bafio de agua caliente a 50°C durante 4 h aplicando agitacion magnética (Anexo 1).
La EAU se realiz6 empleando un procesador ultrasénico (SONICS, GEX130PB, EE. UU.) a
80% de amplitud y 10°C empleando un bafio de hielo durante 15 min (Anexo 2) (segun las
condiciones establecidas por Covarrubias-Cérdenas et al., 2018). Los extractos fueron
centrifugados (Fisher Scientific, Centrific 225, EE. UU.) a 6,500 rpm durante 15 min vy el

sobrenadante fue resguardado a — 40 °C para su posterior analisis.

1.2.4.2. Ajuste de modelo de distribucion gaussiana del contenido de fenoles
totales (CFT) con diferentes parametros de polaridad de los solventes

Se evalud la correlacion de tres pardmetros de polaridad (constante dieléctrica, indice de
polaridad y pardmetro de solubilidad polar) de los solventes puros y las mezclas binarias con
el CFT obtenido en hojas de Capsicum chinense. Previamente se calcul6 el valor para cada

pardmetro de polaridad de las mezclas binarias con la formula desarrollada por Moore (1958):
P' = X;P;¢; (Ecuacion 1.1)
Donde:

P’: Es la constante dieléctrica, indice de polaridad o parametro de solubilidad polar de la

mezcla de solventes.

Pi: Es la constante dieléctrica, indice de polaridad o parametro de solubilidad polar del

solvente puro.
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¢i: Es la proporcion de cada solvente

Para la correlacion entre el CFT y los pardmetros de polaridad evaluados se empleé un

modelo de distribucion gaussiana usando la siguiente formula:

|05 (5’

f=ae (Ecuacion 1.2)
Donde:

a: Representa el pico maximo tedrico o el mayor CFT de la campana gaussiana con respecto
a IIXOII.
b: Representa el coeficiente de distribucién o la desviacion estandar relaciona con el ancho

de la campana gaussiana

X: Es el valor de la constante dieléctrica, indice de polaridad o parametro de solubilidad polar

del solvente puro o la mezcla binaria.

Xo: Es el valor de la constante dieléctrica, indice de polaridad o parametro de solubilidad
polar con el que se obtiene “a” o el maximo valor de tedrico de CFT estimado en la campana

gaussiana.
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1.2.5. Disefio de experimentos para la extraccion de compuestos fenolicos no solubles
(NEPs)

1.2.5.1.  Pre-extraccién de compuestos fenolicos solubles (EPs)

Para la extraccion de NEPs previamente se realizo la extraccion de EPs mediante EC segun
la condiciones descritas anteriormente, (apartado 1.2.4.1) empleando metanol al 80% como
solvente de extraccion. Al finalizar, los extractos fueron centrifugados (Fisher Scientific,
Centrific 225, EE. UU.) a 6,500 rpm durante 15 min y el sobrenadante fue descartado. Para
el lavado del material vegetal sedimentado este fue resuspendido en metanol al 80% y agitado
vigorosamente, posteriormente fue centrifugado bajo las mismas condiciones antes descritas,
y el sobrenadante fue descartado nuevamente. Este procedimiento de lavado se repitié 3

veces para cada muestra.

1.2.5.2.  Extraccion de compuestos fendlicos no solubles (NEPs) mediante extraccion
acida (EA) y alcalina (EB).

Se realiz0 la extraccion de NEPs en hoja, tallo y raiz mediante un disefio experimental en él
se evalug la extraccion &cida (EA) y extraccion alcalina (EB) empleando un solvente acuoso
(SA) y solvente orgénico (SO). Para la extraccion acida las muestras fueron colocadas en un
bafio de agua caliente a 90°C durante 1 h aplicando agitacién magnética; se evaluaron como
solventes HCI (2N) y HCI (2N) /Metanol. Mientras que, para la extraccion alcalina las
muestras fueron colocadas en un bafio de agua caliente a 60°C durante 1 h aplicando agitacion

magnética; se evaluaron como solventes NaOH 2N y NaOH 2N/Metanol al 80% (Tabla 1.2).

Al finalizar los extractos fueron centrifugados (Fisher Scientific, Centrific 225, EE. UU.) a
6,500 rpm durante 15 min. El sobrenadante obtenido mediante extraccion acida y alcalina

fue neutralizado con NaOH (2N) / Metanol al 80% y HCI (2N) /Metanol respectivamente.
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Posteriormente los extractos fueron concentrados en un rotavapor (BUCHI, R — 215, Suiza)
a 50°C y 250 mbar. Al finalizar estos fueron almacenadas a — 40°C para su posterior analisis.
Las metodologias de extraccion fueron propuestas segun las condiciones documentadas por
Dominguez-Rodriguez et al. (2017). La variable de respuesta estudiada en todos los disefios

experimentales fue el CFT expresado en mg EAG/g BS.

Tabla 1. 2. Disefio experimental para la extraccion de compuestos fendlicos de la fraccion
no solubles en hoja, tallo y raiz de Capsicum chinense Var. Chichen Itza mediante extraccion
acida (EA) y alcalina (EB).

Factores Tratamiento
Tejido A: Tipo de extraccion B: Solvente Cédigo
Vegetal
Niveles Niveles
EA SA: HCI (2N) AA
SO: HCI (2N) /Metanol AM
Hoja/Tallo/Raiz
SA: NaOH BA
EB SO: NaOH (2N) /Metanol al BM
80%

1.2.6. Determinacién del contenido de fenoles totales

La determinacion de compuestos fendlicos fue realizada mediante el método
espectrofotométrico de la reaccién de Folin-Ciocalteu (Singleton y Rossi, 1965) de acuerdo
con las modificaciones empleadas por Covarrubias-Céardenas et al. (2018). Se realiz6 una
curva estandar de 25 a 600 ppm EAG. Se tomaron 20 pL de cada muestra y estandar
preparado (25, 50, 100, 200, 400, 600 ppm), y fueron colocados en viales &mbar de 8 mL, a
estos se les adiciond 250 L de reactivo Folin-Ciocalteu (1N), tras 8 min de reaccion se le
adiciono 1,250 pL de una solucién de carbonato de sodio (Na.COs) al 8% y 480 pL de agua
destilada. Al finalizar los 30 min de la reaccion se determing la absorbancia de las muestras
y los estandares a 760 nm en un espectrofotometro (Thermo Scientific, BIOMATE 3S, EE.
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UU.). La determinacion de CFT se realizo por triplicado para cada muestra y los valores

fueron expresados en mg EAG/g BS.

1.2.7. Andlisis estadistico

Todos los resultados fueron expresados como el promedio + desviacion estandar. Los disefios
factoriales para la evaluacion de EPs en hoja, tallo, y raiz fueron analizados mediante un
ANOVA multifactorial (p<0.05). Para evaluar la contribucion de los factores se realiz6 un
analisis de componentes de varianza (ACV) (p<0.05). El disefio experimental para la
evaluacion de EPs en fruto fue analizado mediante un ANOVA simple (p<0.05). El disefio
experimental para la evaluacion de NEPs fue analizado mediante ANOVA simple (p<0.05).
Se empled el método de Tukey para realizar las comparaciones entre las medias de los
tratamientos evaluados (p<0.05) en todos los experimentos. Los analisis fueron realizados
empleando un Software Statgraphics Centurion Version XVI (Manugistic Inc., Rockville

MD, EE. UU.).

Para el modelo de distribucién gaussiana, se generaron los valores de las constantes de la
ecuacion (a, b, y Xo), el valor de correlacion de Pearson del modelo (R) y la evaluacion de la
normalidad de los datos mediante la prueba de Shapiro — Wilk (p>0.05). El analisis se realizd

utilizando un Software Sigma Plot (Systat Software Inc, EE. UU.).
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1.3.RESULTADOS Y DISCUSIONES

1.3.1. Parédmetros de polaridad de los solventes evaluados en la extraccion de
compuestos fenolicos solubles (EPs)

En la Tabla 1.3 se muestra el valor de polaridad de los solventes evaluados de acuerdo con
su constante dieléctrica (CD), indice de polaridad (P’) y pardmetro de solubilidad polar
(PSP). Respecto a los valores numéricos el orden de polaridad de los solventes puros y las
mezclas binarias empezando con el menos polar hacia el mas polar, de acuerdo a la constante
dieléctrica (CD) fue Hx <AcOEt <Ace <MeOH <Ace 80% <MeOH 80% <MeOH 50% <Ace
20% <MeOH 20% <AcOH 1% < A; de acuerdo al indice de polaridad (P”) fue Hx <AcOEt
<Ace 0 MeOH <Ace 80% o MeOH 80% <MeOH 50% <Ace 20% o0 MeOH 20% <AcOH 1%
< A; y de acuerdo al parametro de solubilidad polar (PSP) fue Hx <AcOEt <Ace <Ace 80%
<MeOH <MeOH 80% <MeOH 50% <Ace 20% <MeOH 20% <AcOH 1% < A. El orden es
similar para los tres pardmetros, pero presenta diferencias en algunos casos debido a que sus
valores toman como base diferentes criterios para la determinacion de su interaccion con
diversos solutos. La constante dieléctrica representa la habilidad del solvente para disociar
un soluto en iones a través de interacciones interatomicas e intermoleculares (Jouyban et al.,
2004), mientras, que el indice de polaridad determina la habilidad de un solvente para
interactuar como diferentes solutos polares de prueba a través de técnicas cromatograficas
(Snyder, 1978), por lo que, para Ace y MeOH se obtiene el mismo valor de polaridad (5.10)
debido a que muestran la misma selectividad para esta prueba reportada por Snyder (1978),
en consecuencia el valor de indice de polaridad calculado para Ace al 80% y MeOH al 80%
también es el mismo (6.12). Por su parte, el pardmetro de solubilidad polar representa

principalmente las interacciones de momento dipolo de los solventes (Hansen, 2007).
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Tabla 1. 3. Pardmetros de polaridad: Constante dieléctrica, indice de polaridad y parametro
de solubilidad polar de los solventes evaluados en la extraccion de compuestos fendlicos en
Capsicum chinense Var. Chichen Itza.

Constante indice de polaridad Parametro de

Solvente dieléctrica ®) solubilidad polar
(CD) (PSP)
Hx: Hexano 1.8900 0.1000 0.0000
AcOEt: Acetato de etilo 6.0200 4.4000 5.3000
Ace: Acetona 20.7000 5.1000 10.4000
MeOH: Metanol 32.7000 5.1000 12.3000
*Ace 80%: Acetona al 80% 32.8000 6.1200 11.5200
*MeOH 80%: Metanol al 80% 42.4000 6.1200 13.0400
*MeOH 50%: Metanol al 50% 56.4000 7.6500 14.1500
*Ace 20%: Acetona al 20% 68.2200 8.1800 14.8800
*MeOH 20%: Metanol al 20% 70.6200 9.1800 15.2600
*AcOH 1%: Acido acético 1% 79.3610 10.1580 15.9200
A: Agua 80.1000 10.2000 16.0000

*Valores calculados empleando la ecuacién propuesta por Moore (1958)

1.3.2. Efecto del solvente y él método de extraccion sobre el contenido de compuestos
fendlicos solubles (EPs) en hoja, tallo, raiz y fruto de Capsicum chinense

Este es el primer estudio que evalula el efecto de solvente y el método de extraccion sobre el
contenido de EPs en hojas de C. chinense, aunque existen reportes previos del contenido de
EPs en hojas frescas de C. annuum (Kim et al., 2014). La media de EPs en hojas fue de 12.25
mg EAG/g BS, mientras que el rango en el contenido de EPs empleando ambas técnicas (EC
y EAU) y utilizando solventes de diferentes polaridades se encontrd en un rango de 1.70 a

24.40 mg EAG/g BS.

Los solventes de menor polaridad fueron Hx, AcOEt y Ace, de acuerdo con los valores de su

constante dieléctrica (1.89, 6.02 y 20.70 respectivamente), indice de polaridad (0.10, 4.40 y
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5.10 respectivamente) y parametro de solubilidad polar (0.00, 5.30, y 10.40 respectivamente),
y presentaron los valores mas bajos de EPs. EI menor contenido de EPs se obtuvo utilizando
Hx, los valores fueron de 2.92 £ 0.20 y 1.72 £ 0.19 mg EAG/g BS empleando EC y EAU
respectivamente, utilizando AcOEt fue de 4.40 + 0.46 y de 3.26 £ 0.55 mg EAG/g BS
empleando EC y EAU respectivamente, mientras que usando Ace se obtuvo un mayor
contenido de EPs utilizando EC (6.30 + 0.61 mg EAG/ g BS) que EAU (3.68 = 0.73 mg

EAG/g BS) (Figura 1.1).

Al utilizar MeOH se obtuvo un contenido de EPs de 14.85 + 1.69 mg EAG/g BS empleando
EC, y 16.44 = 0.55 mg EAG/g BS empleando EAU, mientras que usando MeOH 80% se
obtuvo un contenido de 21.21 + 1.70 mg EAG/g BS mediante EAU, y de 18.14 + 2.79 mg
EAG/g BS mediante EC. El incremento de los EPs usando MeOH al 80% con respecto al
usar MeOH se debe probablemente a la polaridad del solvente, para MeOH al 80% estos
valores son superiores a los de MeOH de acuerdo con los pardmetros de polaridad (Tabla
1.3). Este efecto en el incremento de EPs también se observa al usar Ace al 80%, con él cual
se obtuvo 15.31 + 2.11 mg EAG/g BS mediante EC, y 15.82 + 0.70 mg EAG/g BS mediante
EAU. Al respecto, para Ace al 80% los valores para los parametros de polaridad son

superiores a los de Ace (Figura 1.1).

El mayor contenido de EPs se obtuvo utilizando MeOH al 50%, el cual fue de 22.77 + 1.34
y 24.39 £ 2.41 mg EAG/g BS utilizando EC y EAU respectivamente. Este solvente presento
una constante dieléctrica de 56.40, indice de polaridad de 7.65, y parametro de solubilidad
polar de 14.15. A partir de este punto el incremento en los valores de polaridad del solvente

resulta en un decremento de EPs (Figura 1.1).
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Para MeOH al 20% los valores de constante dieléctrica (70.62), indice de polaridad (9.18) y
parametro de solubilidad polar (15.26) son mayores a los del MeOH al 50%, y como se indico
anteriormente se observa un decremento de EPs. El contenido de EPs utilizando EC (18.38

+1.42 mg EAG/g BS) y EAU (16.55 + 1.89 mg EAG g BS).

Para AcOH al 1% los valores de constante dieléctrica (79.36), indice de polaridad (10.16) y
pardmetro de solubilidad polar (15.92) para este solvente también son superiores a los de
MeOH al 50% y MeOH al 20% y se observd un decremento de EPs. El contenido de EPs fue
mayor empleando EC (14.19 + 1.11 mg EAG/g BS) que EAU (8.91 + 3.01 mg EAG/g BS).
Este incremento de EPs puede atribuirse a un mayor tiempo y temperatura de extraccion con

respecto a la utilizada en EAU (Figura 1.1).

El contenido de EPs utilizando A como solvente fue mayor empleando EC (11.93 £ 0.94 mg
EAG/g BS) que EAU (5.75 + 1.85 mg EAG/g BS). Este solvente presento el mayor valor
para la constante dieléctrica (80.10), indice de polaridad (10.20) y pardmetro de solubilidad
polar (16.00) y el mayor decremento de EPs con respecto a los solventes cuyos parametros
de polaridad son superiores a los de MeOH al 50%, solvente con el que se obtuvo el mayor

contenido de EPs (Figura 1.1).

En general, se observé que los EPs incrementan con la polaridad del solvente hasta llegar a
un punto maximo, el cual fue observado utilizando MeOH al 50%, y posteriormente se

observa un decremento de EPs al emplear solventes de mayor polaridad (Figura 1.1).

El ANOVA multifactorial indico que existe diferencia significativas para ambos factores
evaluados, el método de extraccion (Factor A) y el solvente de extraccion (Factor B) sobre

el CFT, y ademas existe interaccion entre ambos factores (p<0.05). El analisis de componente
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de varianza (ACV) estimo la contribucion de los factores evaluados sobre la variable de
respuesta (CFT) e indicé que el método de extraccion (Factor A) explica un 7.32% de la
variacion de los datos, mientras que el solvente de extraccion (Factor B) explica el 88.44%
de la variacion de los datos (Anexo 3). Los resultados indican que el solvente de extraccion

tiene un mayor efecto sobre el contenido de EPs en extractos de hoja de C. chinense.

*Letras diferentes sobre las barras indican diferencias significativas
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Figura 1. 1. Contenido compuestos fendlicos solubles (EPs) en hoja de Capsicum chinense
Var. Chinchen Itz4 obtenidos mediante extraccion asistida por ultrasonido (EAU) y
extraccion convencional (EC) utilizando diferentes solventes (Hx: hexano, AcOEt: acetato
de etilo, Ace: acetona, MeOH: metanol, Ace 80%: acetona al 80%, MeOH 80%: metanol al
80%, MeOH 50%: metanol al 50%, MeOH 20%: metanol al 20%, AcOH 1%: 4cido acético
al 1%, A: agua).
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En tallo fue observada una media de EPs de 3.36 mg EAG/g BS, mientras que el rango de
EPs utilizando diferentes solventes se encontrd de 1.80 a 6.85 mg EAG/g BS. EI mayor
contenido de EPs se obtuvo empleando Ace 80%, MeOH y MeOH al 80% independiente del

método de extraccion.

El contenido de EPs obtenido mediante EAU fue de 6.01 £ 1.70, 5.08 £ 1.40 y 5.75 £ 1.52
mg EAG/g BS utilizando Ace 80% MeOH y MeOH 80% respectivamente, mientras que con
EC fue de 6.84 + 2.14, 6.28 + 2.10 y 6.64 + 2.45 mg EAG/g BS utilizando Ace 80%, MeOH
y MeOH al 80% respectivamente. Estos mostraron valores de constante dieléctrica (32.80,
32.70 y 42.40 respectivamente), indice de polaridad (6.12, 5.10 y 6.12 ) y parametro de
solubilidad polar (11.52, 12.30 y 13.04 respectivamente) mayores a los de Ace, ACOEt, y Hx
(Tabla 1.3) con los cuales se obtuvieron los valores més bajos de EPs. Empleando EC
utilizando AcOEt y Ace se obtuvo 1.83 £ 0.00 y 1.90 + 0.25 mg EAG/g BS respectivamente,

mientras que con el resto de los tratamientos no se detectd presencia de EPs (Figura 1.2).

En raiz el valor medio de EPs fue de 2.21 mg EAG/g BS, mientras que el rango de EPs
utilizando los diferentes solventes evaluados fue de 1.55 a 4.54 mg EAG/g BS. El contenido
de EPs utilizando Ace 80% fue de 4.44 £ 2.01 y 1.83 + 1.06 mg EAG/g BS empleando EC y
EAU respectivamente, utilizando MeOH 80% se obtuvo 4.07 £ 2.20y 1.87 £ 0.06 mg EAG/g
BS mediante EC y EAU respectivamente, mientras que con MeOH se obtuvo 3.73 + 2.11 y
1.57 £ 0.12 mg EAG/g BS mediante EC y EAU respectivamente. Al emplear EC utilizando
Hx, AcOEt y Ace se obtuvo 1.73 + 0.06, 3.48 £ 0.13 y 3.73 £ 2.12 mg EAG/g BS
respectivamente, mientras que utilizando EAU no se detectd la presencia de EPs. Un mayor
contenido de EPs obtenidos mediante EC se debe probablemente a un mayor tiempo de

contacto con el solvente y temperatura de extraccion que empleando EAU (Figura 1.2).
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En tallo, el ANOVA multifactorial indico que ambos factores, el método de extraccion
(Factor A) y el tipo de solvente (Factor B) mostraron tener un efecto significativo sobre el
contenido de EPs, sin embargo, ACV indica que fue el tipo de solvente el cual mostro una
mayor contribucion a la variacion de los datos (80.49%) con respecto al método de extraccion

(2.22%) (Anexo 3).

En raiz, el ANOVA multifactorial indico que el método de extraccién (Factor A) tiene un
efecto significativo, mientras que el tipo de solvente (Factor B) no presento un efecto
significativo sobre el contenido de EPs. EI ACV mostro que el método de extraccion
explicaba en un 64.48% la variabilidad de los datos. En general, los valores de EPs obtenidos
a partir de raiz fueron los mas bajos en los tejidos estudiados de plantulas de C. chinense. Es
posible que debido al bajo CFT en este tejido no se apreciara adecuadamente el efecto real
del solvente sobre la extraccidn de EPs, tal como se observo en tallo y hoja, en los cuales el
existe una mayor cantidad de EPs y el solvente de extraccion tiene una alta contribucion

(>80% de la variacién de los datos) sobre el CFT.
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Figura 1. 2. Contenido de compuestos fenolicos solubles (EPS) en raiz y tallo de Capsicum
chinense Var. Chichen Itz4 obtenidos mediante extraccion convencional (EC) y extraccion
asistida por ultrasonido (EAU) utilizando diferentes solventes (Hx: hexano, AcOEt: acetato
de etilo, Ace: acetona, MeOH: metanol, Ace 80%: acetona al 80%, MeOH 80%: metanol al
80%).

El valor medio de EPs en fruto fue de 21.48 mg EAG/g BS, y se encontré en un rango de
4.50 a 31.75 mg EAG/g BS utilizando solventes con diferentes polaridades. Utilizando HX,
AcOEt y Ace se obtuvieron los valores mas bajos de EPs en fruto de C. chinense. EI menor
contenido de EPs fue de 4.51 £ 0.26 mg EAG/g BS utilizando Hx, seguido de AcOEt (6.12
+ 0.58 mg EAG/g BS) y Ace (13.91 + 0.61 mg EAG/g BS). Resultados similares son
observados en la extraccion de EPs en raiz, tallo y hoja, donde los valores més bajos de EPs
se obtienen con Hx. AcOEt y Ace los cuales tienen los valores mas bajos de constante
dieléctrica (1.89, 6.02 y 20.70 respectivamente), indice de polaridad (0.10, 4.40 y 5.10
respectivamente) y parametro de solubilidad polar (0.00, 5.30 y 10.40 respectivamente). Al

utilizar MeOH al 80% (29.56 + 3.16 mg EAG/g BS), MeOH 50% (29.85 + 1.87 mg EAG/g

49



BS), MeOH (30.73 £ 1.06 mg EAG/g BS) y Ace 20% (31.74 + 1.30 mg EAG/g BS) se obtiene
los valores mas altos de EPs sin que se observen diferencias significativas. Los valores de
polaridad de estos solventes se encontraron en un rango de 32.70 a 68.22 para la constante
dieléctrica, de 5.10 a 8.18 para el indice de polaridad, y de 12.30 a 14.88 para el parametro
de solubilidad polar, lo que sugiere que estos son adecuados rangos de polaridad de solvente

para la extraccion de compuestos fendlicos a partir de fruto de C. chinense (Figura 1.3).

Al utilizar MeOH al 20% se obtuvo 26.54 + 1.58 mg EAG/g BS, mientras que utilizando
AcOH y A se obtuvo 22.18 + 1.87 y 19.67 + 0.76 mg EAG/g BS respectivamente. Al utilizar
MeOH al 20%, AcOH al 1% y A como solventes, los cuales tienen los valores mas altos de
constante dieléctrica (70.62, 79.36 y 80.10 respectivamente), indice de polaridad (9.18, 10.16
y 10.20 respectivamente) y parametro de solubilidad polar (15.26, 15.92 y 16.00
respectivamente) se observa un decremento de los EPs. Este comportamiento también se

observo en las extraccion de EPs a partir de hoja de C. chinense (Anexo 3).

Algunos estudios han evaluado el efecto del solvente en la extraccion de EPs en fruto de chile
habanero. Por ejemplo, Bae et al. (2012a) han reportado que a partir de fruto de C. annuum
se obtiene un mayor CFT empleando AcOEt, mientras que, empleando solventes de mayor
polaridad como Ace, MeOH y MeOH al 80% decrece el contenido de EPs, sin embargo, los
autores sugieren que probablemente otros compuestos como azucares con capacidad
reductora, carotenoides y capsaicinoides son extraidos por lo cual se sobrestima el CFT
mediante el ensayo de Folin-Ciocalteu. Por otro lado, Dias et al. (2017) reportd que a partir
de fruto de C. baccatum se obtiene un alto contenido de EPs utilizando MeOH como solvente
de extraccion, mientras que, utilizando Ace, AcCOEt y Hx se observa un menor contenido de

EPs en los extractos. En relacion con la extraccion utilizando A se reporta que en fruto de C.
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chinense se obtienen un menor CFT con respecto a otros chiles como C. annuum, C.
baccatum y C. chacoense (Loizzo et al., 2015). Estos estudios, y los resultados obtenidos en
el presente trabajo sugieren una posible correlacion entre el contenido de EPs y la polaridad
de los solventes que puede ser expresada a través de parametros como la constante dieléctrica,

el indice de polaridad y el parametro de solubilidad polar para la evaluacion de un modelo

especifico.
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Figura 1. 3. Contenido de compuestos fenolicos solubles (EPs) en frutos de Capsicum
chinense Var. Chinchen Itza obtenido mediante extraccién convencional (EC) empleando
diferentes solventes (Hx: hexano, AcOEt: acetato de etilo, Ace: acetona, MeOH: metanol,
MeOH 80%: metanol al 80%, MeOH 50%: metanol al 50%, Ace 20%: acetona al 20%,
MeOH 20%: metanol al 20%, AcOH 1%: &cido acético al 1%, A: agua).
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1.3.3. Correlacion de los parametros de polaridad del solvente con el contenido
compuestos fenolicos solubles (EPs) en hojas empleando un modelo de distribucion
gaussiana

Los valores de las constantes de la ecuacion gaussiana, asi como los valores “R” son
presentados en la Tabla 1.4. Laos graficos de los modelos de distribucion gaussiana para los
EPs obtenido por EAU y EC correlacionada con los tres pardmetros de polaridad (constante
dieléctrica, indice de polaridad y parametro de solubilidad polar) son presentados en la

Figura 1.4).

El mejor ajuste del modelo de distribucidn gaussiana fue obtenido correlacionando el CFT
con la constante dieléctrica de los solventes empleando ambos métodos de extraccion (EAU
y EC) con una R de 0.96. Para el indice de polaridad el valor R obtenido fue de 0.90 para
ambos métodos (EAU y EC), mientras que para el pardmetro de solubilidad polar el valor R

fue de 0.93 y 0.92 mediante la evaluacion de solvente por EAU y EC respectivamente.

El valor de “a” representa el pico maximo teorico de CFT de acuerdo a los modelos
generados, para la constante dieléctrica, este valor corresponde a 25.36 y 22.11 mg EAG/g
BS empleando EAU y EC respectivamente, para el indice de polaridad de 25.40 y 22.93 mg
EAG/g BS empleando EAU, EC respectivamente, mientras que para el parametro de
solubilidad polar de 23.80 y 21.18 mg EAG/g BS empleando EAU y EC respectivamente.

Estos picos maximos de CFT son mayores para los modelos obtenidos por EAU que por EC.

El coeficiente de distribucion “b” para los modelos fue 18.45 y 24.37 al correlacionar el CFT
con la constante dieléctrica, de 1.71y 2.14 al correlacionar el CFT con el indice de polaridad,
y de 1.73 y 2.26 al correlacionar el CFT con el pardmetro de solubilidad polar, para EAU y
EC respectivamente. Los valores de “b” obtenidos mediante EAU fueron mas bajos que los

obtenidos por EC. Esto se debe a que los modelos de distribucion gaussiana obtenidos por
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EAU muestran un mayor valor “a” y en consecuencia el coeficiente de distribucion o

desviacion estandar “b” de la campana decrece.

Por su parte, el valor Xo correlacionando el CFT obtenido por EAU y EC con la constante
dieléctrica fue de 51.64 y 55.18, con el indice de polaridad fue de 7.50 y 7.86, y con el
pardmetro de solubilidad polar fue de 13.52 y 13.84 respectivamente. Estos valores
representan la constante dieléctrica, indice de polaridad y pardmetro de solubilidad polar del
solvente con la cual los modelos predicen el mayor CFT tedrico obtenido mediante EAU y
EC. Estos valores son similares a los parametros de polaridad presentados para MeOH al
50% el cual fue el solvente de extraccion con el que se obtuvo el mayor CFT mediante ambos

métodos de extraccion (EAU y EC).

Finalmente, la prueba de Shapiro-Wilk indicé que la correlacion entre el CFT obtenido
mediante EC y los tres parametros de polaridad (constante dieléctrica, indice de polaridad y
parametro de solubilidad polar) presentaron una distribucién normal, mientras que el CFT
obtenido por EAU con estos pardmetros, solo presenta correlacion una distribucion normal

al correlacionarse con el indice de polaridad.
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Tabla 1. 4. Constante “a” (maximo valor de CFT), “b” (coeficiente de distribucion) y Xo
(valor del pardmetro de polaridad) de la ecuacion de distribucion gaussiana, correlacion de
Pearson al correlacionar el contenido de fenoles totales (CFT) empleando extraccion asistida
por ultrasonido (EAU) y extraccion convencional (EC) con la constante dieléctrica, indice de
polaridad y parametro de solubilidad polar, y prueba de normalidad de Shapiro-Wilk

Constantes de la ecuacién Prueba de
Meétodo gaussiana Normalidad
A C
Parametro . de R DS (Shapiro — Wilk)
extraccion a b Xo (valor - P) 2
o UAE 253505 184526 51.6430 096 2.14 0.0055
Constante dieléctrica (CD) CE 221068 243717 551817 096 1.72 0.2264
indice de polaridad () UAE 254012 17101 74990 090 359 05120
CE 220320 21482  7.8625 090 2.93 0.2559
Parametro de solubilidad UAE 23.7980 1.7353 13.5192 0.93 294 0.0295
polar (PSP) CE 211804 22658 13.8424 092 259 0.4205

aPrueba de normalidad (Shapiro-Wilk) con nivel de significacion: valor P = 0.05
® Modelo de distribucion de gauss: valor P = 0.0001
d Desviacion estandar del modelo

El mejor modelo de distribucion se obtuvo al correlacionar el CFT obtenido por EC con la
constante dieléctrica, presentando una “R” o coeficiente de correlacion de Pearson de 0.96,
ademas, este modelo paso la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk y presento la mas baja
desviacion estandar en relacion con los otros modelos. En los otros modelos de distribucion
gaussiana la correlacion presento valores inferiores o estos no pasaron la prueba de
normalidad de Shapiro-Wilk. Estos resultados sugieren que la constante dieléctrica puede ser
considerado un pardmetro de polaridad adecuado para evaluar el efecto de solventes puros y
mezclas binarias sobre la extraccion de compuestos fendlicos en C. chinense, y puede ser
empleado como un criterio con alta capacidad predictiva sobre el CFT en hojas de C.

chinense tomando como referencia el solvente empleado en el procedimiento extraccion.
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Figura 1. 4. Graficos de modelo de distribucion gaussiana. Las graficas de distribucion
gaussiana fueron obtenidas al correlacionar el CFT con la constante dieléctrica (A y B), el
indice de polaridad (C y D) y el parametro de solubilidad polar (E y F) de los solventes
empleados en las extraccidon de compuestos fendlicos de hojas de C. chinense. Los datos para
los graficos se obtuvieron empleado dos métodos, extraccion asistida por ultrasonido (EAU:
modelo A, Cy E) y extraccion convencional (EC: modelo B, D y F). — Banda de confianza
(95%), — Banda de prediccion (95%), — Distribucion Gaussiana, « Pardmetro de polaridad
(constante dieléctrica, indice de polaridad o parametro de solubilidad polar) vs CFT.
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1.3.4. Efecto de la extraccion acida (EA) y extraccion alcalina (EB) sobre el contenido
de compuestos fendlicos no solubles (NEPs) en hoja, tallo y raiz de Capsicum
chinense

Los resultados sugieren que una importante cantidad de compuestos fendlicos son liberados
de las estructuras de la pared celular presentes en las células vegetales de hoja, tallo y raiz
empleando extraccion &cida (EA) y alcalina (EB). Se observaron diferencias significativas
en el contenido promedio de NEPs obtenidos a partir de los diferentes tejidos estudiados
empleando todos los tratamientos (AM, AA, BM, BA) (Figura 1.5). El mayor contenido de
NEPs fue observado en raices (1 = 16.62 mg EAG/g BS), seguido de hoja (1 = 11.76 mg
EAG/g BS) ytallo (u = 10.55 mg EAG/g BS). En relacion con esto, Owen-Going et al. (2008)
y Gayoso et al. (2004) muestran en sus estudios que es posible encontrar un importante

contenido de NEPs en raices.

En la Figura 1.5 se muestra el contenido de NEPs en los diferentes tejidos de C. chinense

empleando los diferentes tratamientos de extraccion expuestos en la Tabla 1.2.

En extractos de raiz se observo un rango de NEPs de 13.20 a 21.45 mg EAG/g BS empleando
los diferentes tratamientos de extraccion. Al emplear el tratamiento AM y AA se obtuvo
21.46 £ 1.02 y 15.08 + 2.15 mg EAG/g BS respectivamente, mientras que empleando BM y
BA se obtuvo 13.19 + 0.23 y 16.77 £ 0.56 mg EAG/g BS respectivamente. El analisis
estadistico indico que el tipo de extraccion (EA, EB) y el tipo de solvente (SA, SO) tienen
efecto significativo sobre el contenido de NEPs, y que existe interaccion entre ambos factores

(Anexo 4). En raiz el mayor contenido de NEPs se obtuvo empleando el tratamiento AM.

En extractos de tallo se observé un rango de NEPs de 9.60 a 11.80 mg EAG/g BS empleando
los diferentes tratamientos de extraccion. Al emplear el tratamiento AM y AA se obtuvo

11.83 = 0.47 y 11.18 £ 0.33 mg EAG/g BS respectivamente, mientras empleando el
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tratamiento BM y BA se obtuvo 9.61 + 0.81 y 9.59 + 0.20 mg EAG/g BS respectivamente.
El anélisis estadistico indico que el tipo de extraccion (EA, EB) tiene un efecto significativo
sobre el contenido de NEPs, mientras que el tipo de solvente (SA, SO) no presento un efecto
significativo (Anexo 4). En tallo un mayor contenido de NEPs es obtenido empleando

extraccion acida (EA) que extraccion alcalina (EB).

En extractos de hoja se observé un rango de NEPs de 9.70 a 13.10 mg EAG/g BS empleando
los diferentes tratamientos de extraccion. Al emplear el tratamiento AM y AA se obtuvo
11.25 + 1.38 y 9.71 £ 0.24 mg EAG/g BS respectivamente, mientras que con BM y BA se
obtuvo 12.93 + 1.32 y 13.14 £ 0.37 mg EAG/g BS respectivamente. El andlisis estadistico
indico que el tipo de extraccion (EA, EB) tiene un efecto significativo sobre el contenido de
NEPs, mientras que el tipo de solvente (SA, SO) no presento un efecto significativo (Anexo
4). En hojas un mayor contenido de NEPs es obtenido empleado extraccion alcalina (EB) que

extraccion &cida (EA).

Algunos autores han reportado que un mayor contenido de NEPs es recuperado mediante
extraccion alcalina (EB), debido a que produce una apropiada ruptura de los enlaces éster de
los acidos fendlicos unidos a carbohidratos de la pared celular. Por otro lado, mediante
extraccion acida (EA) se rompen los enlaces glicosidicos, son solubilizados algunos
azucares, y generalmente no tiene efecto sobre los enlaces éster. La desventaja de la
extraccion &cida a altas temperaturas es que produce la degradacion de los compuestos
fenolicos (Acosta-Estrada et al., 2013). Esto sugiere que en hoja y tallo los compuestos
fenolicos se encuentran unidos principalmente a través de enlaces éster y enlaces glicosidicos
respectivamente, mientras que, en raiz, estos se encuentran unidos principalmente mediante
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enlaces glicosidicos a carbohidratos de la pared celular, aunque, en relacion con los
resultados una importante cantidad de compuestos fendlicos también pueden estar unidos a

diferentes estructuras de la pared celular a través de enlaces éster.

Una mayor distribucion de compuestos fendlicos no solubles en la raiz puede deberse a que
estos cumplen diversas funciones en la rizosfera, entre las cuales estdn proveer fuerza
mecénica, elasticidad, permeabilidad y proteccion frente al ataque de patdgenos presentes en

el suelo (Jean-Christophe et al., 2018).

*Letras diferentes sobres las barras indican diferencias significativas

a Raiz Tallo Hoja

SRl .
L

a
Aj‘nﬂ Elll"nl'l A.A BA AM BM  AA
Figura 1. 5. Contenido de compuestos fendlicos no solubles (NEPs) presentes en raiz, tallo
y hoja extraidos mediante hidrolisis &cida (EA) y alcalina (EB), con solvente acuoso (SA) y
organico (SO). AM: HCI 2N/Metanol, AA: HCI 2 N, BM: NaOH 2N/Metanol al 80%, BA:
NaOH 2N.

25

10 |

Contenido de Fenoles Totales
mg EAG/g BS

AM BM AA BA
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1.4.CONCLUSIONES
En relaciéon con los EPs los resultados indican que el método (Factor A) y solvente de
extraccion (Factor B) tienen un efecto significativo sobre el contenido de EPs en tejidos de
C. chinense, sin embargo, es el tipo de solvente el factor que explica mejor los cambios en el
CFT. El méaximo contenido de EPs en hojas se obtuvo utilizando MeOH al 50% con ambos
métodos (EC y EAU), mientras que en raiz y tallo el empleo de MeOH al 80% o Ace al 80%
fue adecuado para la extraccién de EPs. Una mayor media de EPs fue obtenido en hojas (i
= 12.25 mg EAG/g BS), seguido de tallo (u = 3.36 mg EAG/g BS) y raizy (u =2.21 mg
EAG/g BS). En fruto se obtuvo el mayor contenido de EPs con MeOH, MeOH al 80%,
MeOH al 50% y Ace al 20%, mientras que la media de EPs (1 = 21.48 mg EAG/g BS) fue
mayor que en los tejidos de plantulas de C. chinense. Por otro lado, la polaridad del solvente
presento una importante influencia en la extraccion de compuestos fendlicos en hoja de
plantulas de C. chinense. Se observé una alta correlacion (R = 0.96) del CFT con la constante
dieléctrica (CD) de los solventes evaluados mediante un modelo de distribucion gaussiana.
Este modelo puede ser empleado en protocolos de extraccién de compuestos fendlicos para
establecer una mezcla de solventes con una polaridad adecuada para la extraccion de un alto
CFT. En la extraccién de NEPs se observd una mayor media de CFT en raiz (4 = 16.62 mg
EAG/g BS), seguido de hoja (u = 11.76 mg EAG/g BS) y tallo (u = 10.55 mg EAG/g BS).
Los resultados sugieren que los NEPs de plantulas de C. chinense se encuentran
predominante en raiz unidos principalmente a través de enlaces glicosidicos. En general, los
resultados sugieren que un mayor contenido EPs se encuentra distribuidos en hoja, mientras

gue los NEPs estan principalmente presentes en raiz.
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CAPITULO 2:
Analisis e identificacion de compuestos fenolicos en

Capsicum chinense mediante UPLC-PDA-ESI-MS
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2.1.INTRODUCCION
Los extractos crudos obtenidos a partir matrices vegetales como el chile habanero (Capsicum
chinense Var. Chichen Itza) pueden contener un diversa variedad de metabolitos secundarios,
por lo cual, se debe recurrir al uso de herramientas de andlisis para lograr su separacion,
deteccion e identificacion. En ese sentido, la cromatografia liquida (CL) es una herramienta
util para realizar la separacion de los analitos contenidos en extractos vegetales, mientras que
la deteccion e identificacion de los mismo puede ser realizada mediante el uso de detectores
acoplados como el detector de arreglo de fotodiodos (PDA por sus siglas en ingles) y
espectrometria de masas (MS por sus siglas en inglés) (Wood, 2008; Mandal y Chakraborty,

2013; Gu et al., 2018).

Mediante PDA los compuestos fendlicos pueden ser estudiados generalmente de 240 a 560
nm, especificamente los &cidos hidroxicinamicos son detectados a 320 nm, los flavonoides
entre 350 a 365 nm, y las antocianinas entre 460 a 560 nm (Dominguez-Rodriguez et al.,
2017), sin embargo, la identificacion depende de que el tiempo de retencion (TR) y la huella
espectral en la UV-VIS coincida con del compuesto estandar conocido, esto limita el proceso
de identificacion a los compuestos previamente reportados de los cuales se cuente con
estandares analiticos (Wood, 2008; Mandal y Chakraborty, 2013). Por otro lado, la
espectrometria de masas es una técnica efectiva para determinar el peso molecular, la formula
molecular y la caracterizacion estructural de los compuestos fendlicos detectados. La
ionizacion de los compuestos separados produce la formacion de iones con cargas positivas
y negativas, los iones son detectados electronicamente y analizados con un algoritmo
computarizado, en la adquisicion de datos puede analizarse los iones generados en modo ion

positivo ([M — H]) y modo ion negativo ([M — H]"). El ion de mayor abundancia es
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considerado el pico base, el ion de mayor masa es considerado un espectro del ion molecular,
mientras que los de menor masa son sus fragmentos. Es la fragmentacion del ion molecular
la que proporciona informacion util para la caracterizacion estructural y composicion de una

molécula (Wood, 2008; Mandal y Chakraborty, 2013; Gu et al., 2018)

La identificacién de compuestos fendlicos es importante debido a que contribuye al estudio
de cambios metabdlicos en plantas frente a diferentes tipos de alteraciones ambientales.
Diversos autores han demostrado la eficiencia de la cromatografia liquida (CL) acoplada a
PDA/MS en la identificacion de compuestos fendlicos en estudios de metabolémica (Park et
al., 2012; Mikulic-Petkovsek et al., 2013; Morales-Soto et al., 2013; Jang et al., 2015; Juaniz
et al., 2016). Respecto a C. chinense, la informacion especifica sobre el perfil de compuestos
fendlicos es muy limitada, en ese sentido son diversas variedades de C. annuum las que han
sido predominantemente empleadas como modelo de estudio (Bae et al., 2012b; Chen y
Kang, 2013; Loizzo et al., 2013; Mikulic-Petkovsek et al., 2013; Park et al, 2014; Bae et al.,
2014; Materska et al., 2015; Juaniz et al., 2016; Sachadyn et al., 2016, Ledn-Chan et al.,
2017). En relacion con lo anterior, el principal objetivo fue mediante el empleo de
cromatografia liquida de ultra alta eficiencia (UPLC) acoplado a PDA/MS A) Determinar el
perfil de compuestos fendlicos solubles (EPS) y no solubles (NEPSs) de los extractos obtenidos
a partir de diferentes tejidos de C. chinense. B) Realizar la identificacidn tentativa de estos
compuestos mediante espectrometria de masas (MS). C) Evaluar el efecto del solvente sobre
la extraccion de los principales EPs presentes en C. chinense. D) Evaluar el efecto de los
diferentes tratamientos de extraccion acida y alcalina sobre el perfil de NEPs en los diferentes

tejidos de C. chinense.
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2.2.MATERIALES Y METODOS

2.2.1. Reactivos quimicos

El &cido formico (>95.0%) y el acetonitrilo (>99.90%) adquirido en SIGMA — Aldrich (St.
Louis, MO, EE. UU.); acido clorhidrico (>36.5%), metanol (>99.90%) e hidréxido de sodio
fueron adquiridos en Avantor J. T. Baker (Radnor, PA, EE. UU.). El agua ultrapura fue

obtenida de un sistema de filtracién Milli — Q (Millipore, Bedford, MA, EE. UU.).

2.2.2. Extractos de compuestos fendlicos solubles (EPs) y no solubles (NEPs) de
Capsicum chinense analizados mediante UPLC-PDA-ESI-MS

Para la identificacion de los compuestos fendlicos solubles (EPs) se evaluaron mediante
UPLC-PDA-ESI-MS los extractos de hojas y fruto obtenidos con MeOH al 50%, y los
extractos de raiz y tallo obtenidos con MeOH al 80% mediante EC (de acuerdo al apartado
1.2.4.1), mientras que para evaluar el efecto de la polaridad de solvente sobre la extraccion
de los principales EPs presentes en C. chinense se analizaron mediante UPLC-PDA los
extractos de hojas obtenidos con EC empleando diferentes solventes segln la Tabla 1.1 (de

acuerdo al apartado 1.2.4.1).

Para la hidrolisis de sustituyentes de los EPs presentes en los extractos de C. chinense estos
fueron sometidos a hidrolisis acida. El extracto (2 mL) fue tratado con HCI 2N a 90 °C (1
mL) durante 1 h segun la metodologia modificada de Bae et al., (2012). Posteriormente los
extractos fueron neutralizados empleando una solucion de metanol/NaOH al 2N y
centrifugados (Centrific 225, Fisher Scientific, EE. UU.) a 6,500 rpm por 15 min. El
sobrenadante fue concentrado en un rotavapor (BUCHI, Modelo: R — 215, Suiza) a 50°C y
250 mbar de vacio. Finalmente, los extractos concentrados fueron filtrados con membranas

de 0.2 um (Millex — FG, PTFE 0.2) y almacenados en congelacion a -40 °C hasta su analisis.
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En cuanto a la identificacion de los NEPs se evalu6 mediante UPLC-PDA-ESI-MS los
extractos de raiz, tallo y hoja obtenidos mediante extraccion acida (EA) empleando HCI 2N
y HCI 2N/MeOH, y extraccion alcalina (EB) empleando NaOH 2N y NaOH 2N/MeOH al
80% como solventes de extraccion (de acuerdo al apartado 1.2.5.2), estos mismos fueron
empleados para evaluar mediante UPLC-PDA el efecto del tipo de extraccion (EA, EB), y
tipo de solvente (SA, SO) sobre la extraccion de los NEPs presentes en los diferentes tejidos

segun la Tabla 1.2 (de acuerdo al apartado 1.2.5.2).

2.2.3. Analisis cromatografico mediante UPLC-PDA-ESI-MS

Los perfiles cromatograficos se obtuvieron usando un UPLC Waters Acquity H Class
(Milford, MA, EE. UU.) con una bomba cuaternaria (UPQSM), un inyector automatico
(UPPDALTC) y un detector de matriz de fotodiodos PDA A (UPPDALTC). La separacion
cromatografica se realizé con una columna Waters Acquity UPLC BEH C18, 1,7 um, 100 x
2,1 mm ID (Milford, MA, EE. UU.) empleando como fase movil dos solventes, 0.1% de
acido férmico en agua ultrapura (A) y 0.1% de acido férmico en acetonitrilo (B), con las
condiciones reportadas por Covarrubias-Cardenas et al., (2018). La lectura del PDA A se
realizd en un rango de 190 a 400 nm. La integracion de area de los picos cromatogréaficos
(UV*sec) para cada compuesto detectado en todos los tratamientos evaluados se realizd

tomando la sefal analitica a 290 nm.

Para el analisis por espectrometria de masas (MS) fue empleado un instrumento Waters Xevo
TQ-S micro. Fueron empleadas las condiciones segun lo reportado por Covarrubias-
Cardenas et al., (2018). La energia de colision empleada fue de 35 eV para la exploracion en
modo ion negativo y 10 eV en modo ion positivo. Los espectros de masas se registraron en

modo de exploracion completa en un rango de 50 m / z a 700 m / z. El software MassLynx
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V4.1 (Waters, Milford, MA, EE. UU, 2014) y Empower 3 (Waters, Milford, MA, EE. UU.
2010) se uso para adquisicion y procesamiento de datos. Para la identificacion de compuestos

a partir de los patrones de fragmentacion fue consultada la literatura citada y, las bases de

datos European Mass Bank (https://massbank.eu/MassBank/index.html) y ReSpect for

phytochemicals (http://spectra.psc.riken.jp/menta.cgi/respect/index).

2.2.4. Andlisis estadistico

Para la evaluacion del efecto de la polaridad del solvente sobre contenido de los principales
EPs presentes en hoja se emple6 un ANOVA simple (p<0.05). Los resultados fueron
expresados como % de rendimiento (con respecto al area maxima promedio para cada
compuesto en los cromatogramas) en promedio + desviacion estandar, y graficados con
respecto a la constante dielectrica de cada solvente evaluado segun la Tabla 1.3 (de acuerdo

con el apartado 1.3.1) utilizando un Software Sigma Plot (Systat Software Inc, EE. UU.).

El disefio experimental para la evaluacion del efecto de cada tratamiento (Tabla 1.2;
Tratamiento: AM, AA, BM, BA) sobre la extraccién de NEPs se realiz6 el analisis con un
ANOVA multifactorial (p<0.05). Se empleo el método de Tukey para realizar las
comparaciones entre las medias de los tratamientos evaluados (p<0.05) en todos los
experimentos. Para evaluar la contribucion de los factores se realiz6 un anlisis de
componentes de varianza (ACV) (p<0.05). Los resultados fueron expresados como area
(LV*sec) en promedio + desviacion estandar. Los analisis fueron realizados empleando un

Software Statgraphics Centurion Version XVI (Manugistic Inc., Rockville MD, EE. UU.).
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2.3.RESULTADOS Y DISCUSIONES

2.3.1. Compuestos fenolicos solubles (EPs) identificados en Capsicum chinense
mediante UPLC-PDA-ESI-MS

En la Figura 2.1 se muestra el perfil cromatogréafico de EPs de extractos de fruto (linea
naranja), hoja (verde oscuro), tallo (verde claro), y raiz (café) a 290 nm. Se detectaron un
total de 39 picos cromatograficos, correspondientes a acidos fenolicos (13), flavonoides (22),
fenol poliamidas (2) y derivados terpenoides (2). Un mayor numero de picos cromatogréaficos
fue detectado en hoja (21), de los cuales, los principales correspondieron a compuestos
flavonoides (12) como apigenina, luteolina, chrysoeriol y diosmetina, seguido de algunos
acidos fendlicos (5), derivados de terpenoides (2), e isomeros de una fenol poliamida (2). En
fruto (14) se detecto la presencia de flavonoides (5) como los anteriormente mencionados vy,
acidos fenolicos (6) como derivados de acido vanilico y clorogénico, asi como la presencia
de un derivado terpenoide y los mismos isémeros de la fenol poliamida (2) identificada en
extractos de hoja. En tallo (16) los principales compuestos fendlicos correspondieron a
derivados de apigenina (7), asi como algunos acidos fendlicos (6), un compuesto terpenoide
y las misma fenol poliamida identificada en extractos de fruto y hoja. En raiz se observo el
menor nimero de picos cromatogréaficos (6), de los cuales, algunos correspondieron a acidos
fendlicos no identificados (4) y la fenol poliamida (2) identificada en todos los tejidos de C.
chinense Var. Chichen Itza. En la Tabla 2.2 se muestra el tiempo de retencién (TR) los picos
maximos (Amax) €n la huella espectral (190 a 400 nm) de los compuestos detectados, el ion
molecular en modo ion positivo y negativo ([M —H] y [M + H]"), el patrén de fragmentacién
y la identificacion tentativa de algunos de los compuestos identificados en los diferentes

tejidos evaluados de C. chinense.
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Figura 2. 1. Principales compuestos identificados en extractos de raiz, tallo, hoja y fruto de Capsicum chinense Var. Chichen Itza
obtenidos a traves de cromatografia liquida de ultra eficiencia (UPLC) acoplado a un detector de arreglo de fotodiodos (PDA
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El compuesto 1 (TR: 7.20 min; Amax: 195, 265, 295 nm) y 4 (TR: 8.22 min; Amax: 200, 221,
265, 295 nm) fueron identificados en extractos de fruto de chile habanero como derivados de
acido vanilico de acuerdo con su huella espectral (Herrera-Pool et al., 2019). Sus
caracteristicas espectrales y su presencia encontrada Unicamente en fruto sugieren que
pueden tratarse de intermediarios como la vainillina, el cual en frutos de Capsicum sp. esta
involucrado en la sintesis de vainillinamida, requerido en la sintesis de capsaicinoides (Aza-

Gonzélez et al. 2011).

El compuesto 2 'y 3 (Isémero |, TR: 7.98 min; Isémero 11, TR: 8.14 min; Amax: 194, 213, 293,
312 nm) presente en todos los extractos estudiados fue identificado como N-caffeoyl
putrescina. El ion molecular fue de m/z 251 (M + H]") y m/z 249 ([M — H]), y se
identificaron los fragmentos m/z 234 ([M — H — 17 (perdida de NH3)]*), m/z 163 ((M — H —
86 (putrescina)]™), m/z 89 (putrescina) ([M + 3H — 164 (caffeoyl)]") (Anexo 5) (Baumert et
al., 2001; Camacho-Cristobal et al., 2004; Park et al., 2012). Adicionalmente se identifico el
fragmento m/z 72 ([M — 178]") el cual se sugiere su presencia se debe a la pérdida de un
grupo NHs del fragmento de putrescina. Este compuesto ha sido reportado en Nicotiana
tabacum L. (Camacho-Cristobal et al., 2004) y hojas de C. annuum (Kim et al., 2014). Por
otro lado, Park et al., (2012) también han identificado este compuesto en frutos de C. annuum
Var. Chelsea en respuesta a la infeccion por antracnosis producida por Colletotrichum

gloeosporioides.

El compuesto 5 (TR: 8.56 min; Amax: 197, 218, 278 nm) presente en todos los extractos fue
tentativamente identificado como acido protocatechuico hexosido con un ion molecular de
m/z 315 ([M — H]) y un fragmento m/z 203 en modo ion negativo. En modo ion positivo se

detectaron el fragmento m/z 227 ([M + H — 90 (3-HCHO)]") el cual se sugiere corresponde
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a la pérdida de tres grupos aldehidos comun en compuestos glicosilados (Abu-Reidah et al.,
2013a). Ademas, este compuesto ha sido reportado por Vallverdd-Queralt et al. (2011) en
sub — productos de tomate mediante HPLC-ESI-QTOF y por Moco et al. (2006) en su forma
de aglicona en frutos de tomate (Solanum lycopersicum). Se sugiere la acumulacion de este
compuesto en fruto se debe a que se trata de un derivado del aldehido protocatechuico, un
intermediario en la produccion de vainillina y &cido vanilico, necesarios para la produccion

de capsaicinoides.

El compuesto 6 (TR: 8.75 min; Amax: 212, 299, 325 nm) encontrado en el extracto de hoja y
fruto fue identificado como &cido clorogénico con un ion molecular de m/z 353 ([M - H]) y
un fragmento m/z 191 que corresponde al acido quinico ([M — H — 162]"). Este compuesto ha
sido identificado en tomates cherry, en subproductos a base de tomate, y en Capsicum
annuum Var. Lemeska y Lako$ni¢ka (Moco et al., 2006; Gomez-Romero et al., 2010;
Vallverdu-Queralt et al., 2011; Sénchez-Rodriguez et al., 2012; Mudri¢ et al., 2017).
Mikulic-Petkovsek et al. (2013) han reportan la acumulacion de este compuesto en respuesta
a la infeccién producida por Colletotrichum coccodes en frutos de C. annuum Var. Bagoly y

Var. Soroksari.

El compuesto 7 (TR: 8.89 min; Amax: 196, 214, 270, 330 nm) y 8 (TR: 9.01 min; Amax: 196,
220, 250, 295, 330 nm) encontrados en el extracto de fruto fueron identificados como un
derivado de apigenina y derivado de acido hidroxicinamico respectivamente de acuerdo a su
huella espectral, mientras que el compuesto 9 (TR: 9.02 min; Amax: 205, 270, 346 nm)
encontrado en extracto de tallo fue identificado como un derivado de apigenina o luteolina

de acuerdo a su huella espectral (Morales-Soto et al., 2013).
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El compuesto 10 (TR: 9.09 min; Amax: 209, 284 nm) encontrado en los extractos de tallo y
hoja tuvo un ion molecular de m/z 215 ([M — H]) y m/z 217 ([M + H]) y fue identificado
como acido 1,2,3,4-tetrahidro-p-3-carbolina-3-carboxilico (Lycoperodine 1) (Abu-Reidah et
al., 2013a). Adicionalmente fue detectado el fragmento m/z 200 ([M — 17 (OH)]") que puede
tratarse de la pérdida de un grupo OH, y el fragmento m/z 88 ([M + H — 129]") tentativamente
relacionado con la ruptura del anillo piperidina unido a un grupo funcional carboxilo

(CsHeNO2).

El compuesto 11 (TR: 9.10 min; Amax: 196, 215, 270, 328 nm) fue encontrado en el extracto
de fruto e identificado como un derivado de apigenina de acuerdo a su huella espectral,
mientras que el compuesto 12 (TR: 9.16 min; Amax: 195, 284 nm) fue encontrado en el extracto
de tallo e identificado como un derivado acido hidroxicinamico, aunque también debido a
sus caracteristicas espectrales puede tratarse de un derivado de algiin aminoécido (Morales-

Soto et al. 2013)

El compuesto 13 (TR: 9.25 min; Amax: 205, 270, 297, 338 nm) presente en el extracto de tallo,
hoja y fruto fue identificado como apigenina-6,8-di-C-hexosido (Vicenin II) con un ion
molecular de m/z 593 ([M — H]). También se identifico el fragmento m/z 176
correspondiente a la pérdida de una hexosa. El anterior compuesto ha sido reportado por
Mikulic-Petkovsek et al. (2013) y Sachadyn-Krol et al. (2016) en frutos de C. annuum y por

Vallverdu-Queralt et al. (2011) en productos derivados de tomate.

El compuesto 14 (TR: 9.33 min; Amax: 213, 270, 335 nm) y 15 (TR: 9.37 min; Amax: 198, 213,
270, 329 nm) fueron encontrados en el extracto de tallo y fruto respectivamente, e
identificados como un derivado de apigenina de acuerdo con su huella espectral (Morales-
Soto et al., 2013)
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El compuesto 16 (TR = 9.55 min; Amax: 195, 213, 312 nm) encontrado en extracto de hoja y
fruto presento un ion molecular de m/z 329 ([M — H]"). Este compuesto fue identificado como
acido vanilico-4-B-D-glucésido y ha sido reportado por Vallverdu-Queralt et al. (2011) en
productos derivados de tomate, por Morales-Soto et al. (2013) en frutos de C. annuum y ha
sido identificado a partir de diversas fuentes vegetales (Abu-Reidah et al., 2012; Abu-Reidah
et al., 2013b; Abu- Reidah et al., 2015a). También se identificé el fragmento m/z 265 el cual
se sugiere corresponde a la perdida de dos grupos CH2OH ([M —3H - 62 (2 - CH20H)]) vy
el fragmento m/z 177 el cual se propone corresponde a la perdida de glucosa unida por enlace

O — glucosidico ([M — 2H — 151]).

El compuesto 17 (TR = 9.61 min; Amax: 213, 270, 335 nm), 19 (TR = 9.72 min; Amax: 208,
271, 338 nm), 20 (TR = 9.79 min; Amax: 213, 270, 333 nm) y 22 (TR = 10.02 min; Amax: 214,
271, 332 nm) presentes en extracto de tallo fueron identificados como un derivados de

apigenina de acuerdo a su huella espectral (Morales-Soto et al., 2013)

Para el compuesto 18 (TR = 9.62 min; Amax: 212, 311 nm) y 24 (TR = 10.16 min; Amax: 210,
306 nm) encontrado en extracto de hoja se detectd un ion molecular de m/z 337 en modo ion
negativo y fue identificado como acido cumarilquinico. También se detect6 el fragmento m/z
191 correspondiente al acido quinico ([M —H — 146] o [192 (4cido quinico) — H]), reportado
en diversos trabajos (Plazonic et al., 2009; Vallverdd-Queralt et al., 2011; Sénchez-
Rodriguez et al., 2012; Abu-Reidah et al., 2013a; Abu-Reidah et al., 2013b; Pavlovi¢ et al.,

2016; Mudric et al., 2017).

El compuesto 21 (TR = 9.88 min; Amax: 272, 320 nm) encontrado en extracto de hoja fue

identificado por su ion molecular m/z 597 ([M — H]") como phloretin-5,6-di-C-hexosido. Este
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compuesto que ha sido reportado por Sanchez-Rodriguez et al. (2012) en tomates cherry, y

por Spinola et al. (2015) en limones.

El compuesto 23 (TR = 10.05 min; Amax = 199, 266, 337 nm) y 30 (TR = 12.76 min; Amax:
199, 266, 336 nm) encontrados en el extracto de hoja fueron identificados como apigenina-
7-O-(2-O-apiosil) hexosido (Isomero | y Il) con un ion molecular m/z 563 en modo ion
negativo y m/z 565 en modo ion positivo (Mudri¢ et al., 2017). También fue encontrado el
fragmento m/z 433 en modo ion positivo el cual se propone corresponde a la perdida de una
pentosa ([M + 2H — 133]") y el fragmento m/z 271 correspondiente a la molécula de apigenina
(M + H — 294]") tras la pérdida de ambos azucares. En el extracto hidrolizado (Tabla 2.3)
fueron encontrados los iones moleculares m/z 431 ([M — H]) y m/z 433 ([M + H]") con un
Amax: 206, 266, 337 nm. Este fue identificado como apigenina-7-O-hexosido tras la pérdida
de una pentosa a consecuencia de la hidrolisis acida (Vallverdd-Queralt et al., 2011; Abu-
Reidah et al., 2013a; Pavlovic¢ et al., 2016). También fueron encontrados los fragmentos m/z
268 ([M —H-163]) ym/z 271 ([M + 2H — 163]") que se sugiere corresponden a la molécula
de apigenina tras la pérdida de ambos azucares (apiosil y hexosil) tras la ionizacion (Anexo

5).

El compuesto 25 (TR = 13.149 min) encontrado en extracto de hoja fue tentativamente
identificado como vebonol (terpenoide) con ion molecular 451 ([M — H]) y 453 (M + H])
m/z. Fueron identificados los fragmentos m/z 435 y m/z 213 en modo ion positivo, sin
embargo, no fue detectado el fragmento m/z 201 reportado para este compuestos por Abu-

Reidah et al. (2015a).

El compuesto 26 (TR = 14.665 min; Amax: 205, 254, 348 nm) encontrado en extracto de hoja
presento un ion molecular de m/z 579 ([M — H]) y m/z 581 ([M + H]") m/z. Este fue
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identificado como luteolina-7-O-(2-O-apiosil) hexosido (Mudri¢ et al., 2017; Park et al.,
2012; Mikulic-Petkovsek et al., 2013; Marin et al., 2004). También se identifico la presencia
del fragmento m/z 287 en modo ion positivo, el cual corresponde a la molécula de luteolina
([M + 2H — 295]™). En el extracto hidrolizado (Tabla 2.3) se encontr6 este mismo compuesto
con un ion molecular de m/z 447 (M —H]") y m/z 449 ([M + H]*) con un Amax: 207, 253, 347
nm. Fue identificado como luteolina-7-O-hexosido (Abu-Reidah et al., 2013a; Abu-Reidah
et al., 2013b; Pavlovi¢ et al., 2016; Mudri¢ et al., 2017) tras la pérdida de una pentosa
(apiosil) debido al proceso de hidrolisis acida. También se identificé el fragmento m/z 285
(M — 163]), 284 m/z ([M — H — 163]), y el fragmento m/z 287 ([M + H — 163]*) que

corresponden a la luteolina tras la pérdida de una hexosil durante la ionizacion (Anexo 5).

Generalmente la acumulacion de flavonoides glicosilados es observado en hojas sanas, por
su actividad reductora (Agati et al., 2012) Se ha reportado la presencia de flavonoides como
la apigenina-7-O-glicosido (A-7-G) y la luteolina-7-O-glicosido (L-7-G) en hojas de plantas
de C. annuum, y se ha demostrado que estos compuestos estan involucrados en un mecanismo
de defensa frente al estrés producido por la radiacion UV-B vy las bajas temperaturas (Ledn-
Chan et al., 2017). Por otro lado, se debe mencionar que la glicosilacion de los diversos
flavonoides es importante para su acumulacion en diversos tejidos, este proceso es realizado
por las UDP-glicosiltransferasas (UGT), y se trata de paso importante en la
compartamelizacion de los flavonoides en la vacuolas de las células vegetales, y contribuye
en la homeostasis en las plantas, y los mecanismos de resistencia frente al estrés bidtico y

abiotico (Le Roy et al., 2016)

El compuesto 27 (TR = 11.15 min; Amax: 209, 252, 268, 346 nm) encontrado en extracto de

fruto fue identificado como un derivado de luteolina o chrysoeriol de acuerdo a su huellas
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espectral, mientras que el compuesto 28 (TR = 11.27 min; Amax: 195, 218, 292, 309 nm) y 29
(TR = 11.89 min; Amax: 194, 217, 290, 318 nm) presentes en extracto de raiz y tallo fueron

identificados como derivados de acido hidroxicinamico (Morales-Soto et al., 2013).

Para el compuesto 31 (TR = 12.80 min; Amax: 209, 268, 346 nm) se identifico un ion molecular
de m/z 621 ([M — H]). Este compuesto no pudo ser identificado, sin embargo, su huella
espectral en la UV sugiere que se trata de un derivado de luteolina o chrysoeriol (Morales-

Soto et al., 2013).

Para el compuesto 32 (TR = 13.25 min; Amax: 206, 251, 266, 347 nm) encontrado en extracto
de hoja se detecté un ion molecular de m/z 593 ([M — H]") y m/z 595 ([M + H]"), el cual fue
identificado como diosmetina-7-O-(2-O-apiosil) hexosido (Abu-Reidah et al., 2012). En el
extracto hidrolizado (Tabla 2.3) fue identificado el ion molecular m/z 461 ([M — H]) y m/z
463 ([M + H]") con un Amax: 205, 251, 265, 347 nm. Fue tentativamente identificado como
diosmetina-7-O-hexosido (Morales-Soto et al., 2013) para el cual se sugiere que la hidrolisis
acida dio lugar a la liberacion de la pentosa del enlace 2 — O — glucosidico. También se
identifico el fragmento m/z 446 correspondiente a la pérdida de un grupo metilo (M — H —
15 (CH3)]), el fragmento m/z 297 el cual se sugiere se debe a la perdida de la hexosil del
enlace 7 — O —glucosidico ([M —2H - 163]"), el fragmento m/z 283 que se propone representa
la pérdida de un hexosa ([M — 179]") y el fragmento m/z 255 que representa la ruptura del
anillo “C” del esqueleto flavonoide de la diosmetina y la pérdida de un grupo OH ([M + H —
192]). En modo ion positivo se detectdé en fragmento m/z 301 ([M + 2H — 163]") que

corresponde a la diosmetina en forma de aglicona (Anexo 5).

El compuesto 33 (TR = 13.50 min; Amax: 206, 253, 348 nm) encontrado en extracto de hoja
con un ion molecular de m/z 665 ([M — H]) y m/z 667 ([M + H]"), el cual fue identificado
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como luteolina-7-O-(2-apiosil-6-malonil) hexosido (Marin et al., 2001; Abu-Reidah et al.,
2012; Mikulic-Petkovsek et al., 2013; Mudri¢ et al., 2017). Para este compuesto fue
detectado el fragmento m/z 621 en modo ion negativo que corresponde a la pérdida de un
grupo ion carboxilo ([M — H — 44 (COO-)]). En el extracto hidrolizado (Tabla 2.3) fue
encontrado el ion molecular de m/z 285 ([M — H]) y m/z 287 ([M + H]"), el cual fue
identificado como luteolina tras la pérdida de sus sustituyentes por hidrolisis acida (Anexo

5).

Para el compuesto 34 (TR = 15.81 min; Amax: 198, 266, 336 nm) encontrado en extracto de
hoja con un ion molecular es 635 m/z en modo ion negativo fue identificado como
chrysoeriol-7-O-(2-apiosil-6-acetil) hexosido (Marin et al., 2004; Mikulic-Petkovsek et al.,
2013). El compuesto 38 (TR = 18.66 min; Amax: 210, 251, 266, 347) también encontrado en
extracto de hoja con un ion molecular de m/z 679 ([M — H]) y 681 m/z ([M + H]+) fue
identificado como chysoeriol-7-O-(6 malonil-apiosil) hexosido (Long-Ze et al., 2007).
También fue detectado el fragmento m/z 635 para el compuesto 38 el cual corresponde a la
pérdida de un ion carboxilo (M — H — 44 (COO-)]) tras la ionizacién. En el extracto
hidrolizado (Tabla 2.3) fue detectado el ion molecular de m/z 299 ([M — H]-) y m/z 301 ([M
+ H]"), el cual fue identificado como chrysoeriol en forma de aglicona. Para este mismo
fueron detectados el fragmento m/z 284 que corresponde a la pérdida de un grupo metilo ([M
—H — 15 (CHa)]), el fragmento m/z 151 del que se sugiere representa la ruptura del anillo
“C” del esqueleto flavonoide ([M — 149]) y el fragmento m/z 107 del cual se sugiere que

también es producto de la ruptura del anillo “C” del chrysoeriol ((M — H —192]") (Anexo 5).

Los compuestos 35 y 36 (Isomero I, TR = 16.97 min; Isomero I, TR = 17.84; Amax: 208, 266,

336) encontrados en extracto de hoja con un iones molecular de m/z 649 ([M — H]) y m/z
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651 ([M + H]*) fueron identificados como apigenina-7-O-(6-malonil-apiosil) hexosido
(Long-Ze et al., 2007). Para este compuesto fue identificado el fragmento m/z 605 que
corresponde a la pérdida de un grupo carboxilo ([M —H — COO-]"). En el extracto hidrolizado
(Tabla 2.3) fueron identificados el ion molecular de m/z 269 ([M — H]") y m/z 271 ([M + H]")
que corresponden a la apigenina tras perder todos sus sustituyentes mediante hidrolisis &cida.
También se encontraron los fragmentos m/z 246 en modo ion positivo que posiblemente
corresponde a la pérdida de un grupo CoH ([M + 2H — 26 (C2H2)]") y el fragmento m/z 117
en modo ion negativo que sugiere la ruptura del anillo “C” del esqueleto flavonoide ([M - H

—152]) (Anexo 5).

El compuesto 37 (TR = 17.87 min; Amax: 198, 266, 336 nm) y 39 (TR = 19.55 min; Amax: 198,
266, 336 nm) presentes en extracto de raiz y tallo fueron identificados como derivados de

acido hidroxicindmico de acuerdo con su huella espectral (Morales-Soto et al., 2013).
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Tabla 2. 1. Compuestos fenolicos solubles (EPs) identificados en extractos de raiz, tallo, hoja y fruto de Capsicum chinense mediante
cromatografia liquida de alta eficiencia (UPLC) con arreglo de fotodiodos (PDA) y espectrometria de masas (MS)

Masa exacta

Fragmentos (m/z)

Nimero (m | &mna:) experimental ,\;glren;ml:r 'dif;gz'act?\f;"” Clasificacion Tejido?
[M-—H]- [M+H]* lon negativo  lon positivo
1 720 196 265 - - - - - Derivado de 4cido Acido fenélico F
295 vanilico
251 (95) 234 .
2 7.98 é%‘é' 23113; 249.0850  251.1308  CisHisN.Os 249 (100) (21) 163 N'Caf(‘:es%}’]:eﬂ‘étrl‘;sc'”a Fenol poliamida T, H,F
: (100) 72 (80)
251 (92) 234 ] .
3 8.14 12%‘; 2311:; 2490850 2511308  CiHiNoOs 249 (100) 21) 163 N Cagggﬂefgt{ssc'”a Fenol poliamida R, T, H,F
' (100) 72 (61)
200, 221, Derivado de 4cido - -
4 8.22 265, 295 - - - - - vanilico Acido fendlico F
227 (18) 188
197, 218, 315 (100) 203 (100) 146 Acido protocatechuico P -
5 8.56 278 315.0823 227.1421 C13H1604 (54) (91) 118 (28) hexosido Acido fendlico R, T,HF
100 (17)
212, 299 353 (100) ) )
6 8.75 3'25 ' 353.0936 - C16H1804 215 (13) 293 - Acido clorogénico Acido fenolico H, F
(19) 191 (82)
196, 214, . L .
7 8.89 270, 330 - - - - - Derivado de apigenina Flavonoide F
196, 220, . L .
8 901 250,295, - ; ; ; - Derivado de &cido Acido fendlico F
hidroxicindmico
330
9 9.02 2053‘ 4%70’ - - - - - Derivado de apigenina Flavonoide T,
10 909 209,284 2150827  217.13038  CuHuN,0, 215 (100) (29157) gg%fé’oo) Lycoperodine 1 Terpenoide T H,F
196, 215, . N .
11 9.10 270, 328 - - - - - Derivado de apigenina Flavonoide F
Derivado de acido
12 9.16 195, 284 - - - - - hidroxicinamico o Acido fenolico T
aminoacido
593 (72)431 595 (7) 471 AN
13 925 20020 5031001 5952100  CaHxOis  (9)302(9)177  (100)144 ﬁg('g;’&'(;‘?\flc gn‘ﬂ] ﬁ) Flavonoide T H,F
’ (100) (57) 100 (31)
14 9.33 213;32570’ - - - - - Derivado de apigenina Flavonoide T
198, 217, . L .
15 9.37 270, 329 - - - - Derivado de apigenina Flavonoide F
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Continuacion de Tabla 2.1

195, 213,

329 (55) 265

Acido vanilico-4-p-D-

16 9.55 312 329.0902 - C14H150g (62) 177 (100) - glucésido Acido fendlico H, F
17 9.61 213;’32570’ - - - - - Derivado de apigenina Flavonoide T
i 337 (82) 191 i Acido cumarilquinico ‘. .
18 9.62 212,311 337.1141 C16H150s (100) (Is6mero I) Acido fenolico H
19 9.72 20%3271’ - - - - - Derivado de apigenina Flavonoide T
20 9.79 21:?3‘3?370’ - - - - - Derivado de apigenina Flavonoide T
387 (100) 597 ) Phloretin-5, 6-di-C- .
21 9.88 272,320 597.2781 C27H34015 ©) hexosido Flavonoide H
22 10.02 21?13'32271’ - - - - - Derivado de apigenina Flavonoide T
Apigenina-7-0-(2-O-
23 10.05 199, 266, 563.1839 - Ca6H25014 563 (100) 439 - apiosil) hexosido Flavonoide H
337 (69) .
(Isémero 1)
) 337 (100) 191 ) Acido cumarilquinico - -
24 10.16 210, 306 337.1141 Ci6H150s (89) (Isomero I1) Acido fenélico H
25 1036 195 451.3783 ; CaoHuOs 451 (30) 45(2)%3(3))(;‘?’5 Vebonol Terpenoide H
205, 254, 581 (100) 287 Luteolina-7-0-(2-O- .
26 10.51 348 579.1603 581.1707 C26H25015 579 (100) (18) apiosil) hexosido Flavonoide H
209, 252, Derivado de luteolina o .
27 11.15 268, 346 - - - - - chrysoeriol Flavonoide F
195, 218, Derivado de &cido A -
28 11.27 292, 309 - - - - - hidroxicindmico Acido fenolico R, T
194, 217, Derivado de écido < .
29 11.89 200 318 - - - - - hidroxicinamico Acido fenolico R, T
Apigenina-7-0-(2-O-
30 1276 199266 5631839 5651846  CosHaOue 563 (100) 202 (100)433 apiosil) hexosido Flavonoide H
336 (9) 271 (29) .
(Isémero 11)
209, 268, 621 (19) 385 Derivado de luteolina o .
31 12.80 346 621.2084 - C28H29016 (100) - Chl’ysoeriol Flavonoide H
206, 251, 595 (100) 387 Diosmetina-7-O-(2-O- .
32 13.25 266, 347 593.1651 595.2073 C27H30015 593 (100) (25) 301 (14) apiosyl) hexosido Flavonoide H
Luteolina-7-O-(2-
33 1350 208258 ge5i500 6671755 CacHuOn 02200665 667 10g) apiosil-6-malonil) Flavonoide H
348 (57) '
hexosido
Chrysoeriol-7-O-(2-
34 1581 198266 ga517g9 - CaoHyOys 002 (100) 635 - apiosil-6-acetil) Flavonoide H
344 (63) hexosi
exosido
Apigenina-7-O-(6-
35 1697 295290 6491633 - CasHaOrr 649((11030))605 - malonil-apiosil) Flavonoide H

hexosido (Isémero 1)
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Continuacion de Tabla 2.1

208, 266,

649 (9) 635

Apigenina-7-O-(6-

36 17.84 336 649.1833 651.1900 Ca9H30017 (32) 605 (100) 651 (100) mal_onyl-aplos‘.ll) Flavonoide H
hexosido (Isémero I1)
214, 290, Derivado de é4cido i -
37 17.87 308 - - - - hidroxicinamico Acido fendlico R, T
Chysoeriol-7-O-(6
38 18.66 210,251, 679.1975 681.1900 C23H40020 679 (12) 635 681 (100) malonil-apiosil) Flavonoide H
266, 347 (100) :
hexosido
214, 285, Derivado de é&cido i -
39 19.55 317 - - - - hidroxicinamico Acido fendlico R, T

& F: Fruto; H: Hoja; T: Tallo; R: Raiz (las letras indican la presencia en el tejido correspondiente)

Tabla 2. 2. Compuestos fenolicos solubles (EPs) hidrolizados identificados en extractos de hoja de Capsicum chinense mediante
cromatografia liquida de alta eficiencia (UPLC) con arreglo de fotodiodos (PDA) y espectrometria de masas (MS)

Fragmentos (m/z)

NGmero (r-:;:?\) hama (M) Masa exacta experimental I\I/:lglreTSII:r Id?l'r;g?act?\(/:;on Clasificacion Tejido?
[M—-HT [M+H]* lon negativo lon positivo
109 (100) 81
1 6.53 1% 227 ; - - - (38) 127 (16) Acido fendlico R, T, H
174 (2) 194 2)
109 (100) 81
2 9.48 195 218, ; - - - (35) 141 (8) 249 Acido fendlico R, T, H
81 )
207, 253, 447 (100) 285 (90) 449 (100)287  Luteolina-7-O- .
3 15.15 347 447.1658 449.1168 C21H20011 284 (80) (61) hexosido Flavonoide H
206, 266, 433 (100) 271 Apigenina-7-O- .
4 20.27 o2 431.1199 433.1222 CuHxOn 431 (88) 268 (100) o) genina: 7 Flavonoide H
205, 251, 461 (100)297 (6) 463 (100)453  Diosmetina-7- :
5 088 S0 asL1sT 463.1222 CaMeOn 305 3o ven (o0)  (30) 300 (40 et Flavonoide H
6 26,51 22%3 23327 285.061 287.0468 CisHiOs 285 (68) 133 (100) 287 (100) Luteolina Flavonoide H
7 27350 P27 o600707 271.0555 CuHiOs 269 (27)117 100) 27 ((13(1?)) 246 Apigenina Flavonoide H, F
210 247 299 (100) 284 (49)
8 27.529 267Y 346’ 299.0699 301.0551 C16H1206 227 (46) 151 (30) 301 (100) Chrysoeriol Flavonoide H

107 (35)

4E: Fruto; H: Hoja; T: Tallo; R: Raiz (las letras indican la presencia en el tejido correspondiente)
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2.3.2. Andlisis del efecto de la polaridad del solvente sobre la extraccion de los
principales compuestos fendlicos solubles (EPs) en hojas identificados en Capsicum
chinense

El rendimiento de extraccion de los principales compuestos fendlicos identificados
tentativamente (N-caffeoyl putrescina (A), acido clorogénico (B), &cido 1,2,3,4-tetrahidro-p3-
3-carbolina-3-carboxilico (lycoperodine 1; C), apigenina-6,8-di-C-hexosido (Vicenin 1I; D),
acido vanilico-4-B-O-glicésido (E), phloretin-5,6-di-C-hexosido (F), luteolina-7-O-(2-
apiosil) hexosido (G), apigenina-7-O-(2-apiosil) hexosido (H), diosmetina-7-O-(2-apiosil)
hexosido (1), luteolina-7-O-(2-apiosil-6-malonil) hexosido (J), apigenina-7-O-(6-malonil-
apiosil) hexosido (K), chrysoeriol-7-O-(6-malonil-apiosil) hexosido (L) empleando
solventes de extraccion con diferentes valores de polaridad (de acuerdo a su constante

dielectrica (CD)) fueron graficados en Figura 2.3.

Los compuestos flavonoides (G, H, I, J, K, L) en general presentaron un bajo rendimiento
de extraccion empleando agua como solvente (CD: 80.10), y presentaron un mayor
rendimiento a través del empleo de MeOH al 50% (K, L) y Ace al 80% (G, H, I, J) como
solventes de extraccion cuya constante dielectrica corresponde a 56.40 y 32.80, mientras para
N-caffeoyl putrescina (A) y &cido clorogénico (B) se observé un comportamiento similar al
modelo de distribucion gaussiana del apartado 1.3.3 propuesto para la extraccion de
compuestos fendlicos, en el cual el rendimiento de este compuesto se incrementa con el
aumento de la constante dielectrica del solvente hasta llegar a un punto maximo,
correspondiente al empleo de MeOH al 50% y MeOH al 80% (CD: 42.40) respectivamente,
seguido de un decremento de rendimiento de extraccion. Estos resultados sugieren que en
general los compuestos fendlicos presentan una mayor interaccion con solventes de polaridad

intermedia como MeOH al 50%, y también destaca la importancia de las seleccion del
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solvente de extraccion en el estudio de cambios metabdlicos mediante técnicas analiticas
como UPLC-PDA-ESI-MS. En el caso de N-caffeoyl putrescina el empleo de MeOH al 50%
demuestra ser la mejor opcion, en comparacion con emplear MeOH o agua lo que equivale a
un decremento del rendimiento de este compuesto de hasta un 40% y 70% respectivamente.
En el caso de los flavonoides como luteolina-7-O-(2-apiosil) hexosido (G), apigenina-7-O-
(2-apiosil) hexosido (H), diosmetina-7-O-(2-apiosil) hexosido (1), el empleo de MeOH al
20% significa un decremento del rendimiento de extraccién de hasta un 80%, en comparacion
con emplear Ace al 80%. Para los flavonoides con un grupo malonil (J, K, L) en su estructura
el empleo de MeOH al 20% equivale a un decremento del rendimiento de entre 10 a 40%, en
comparacion con emplear MeOH al 50%. En general se tienen los mayores rendimientos
empleando solventes con una constante dielectrica entre 32.80 y 56.40, y de acuerdo con lo
presentado en el apartado 1.3.3 y los resultados de la Figura 1.3 la opcién mas adecuada es
la extraccion de compuestos fendlicos empleando MeOH al 50% como solvente de

extraccion (andlisis estadistico presentado en Anexo 6).
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Figura 2. 2. Porcentaje de rendimiento de los principales compuestos identificados en
Capsicum chinense Var. Chichen Itza (A: N-caffeoyl putrescina, B: Acido clorogénico, C:
Lycoperodine 1, D: Apigenina-6,8-di-C-hexosido, E: Acido vanilico-4-B-O-glucésido, F:
Phloretin-5,6-di-C-hexosido, G: Luteolina-7-O-(2-apiosil) hexosido, H: Apigenina-7-O-(2-
apiosil) hexosido, I: Diosmetina-7-O-(2-apiosil) hexosido, J: Luteolina-7-O-(2-apiosil-6-
malonil) hexosido, K: Apigenina-7-O-(6-malonil-apiosil) hexosido, L: Chrysoeriol-7-O-(6-
malonil-apiosil) hexosido) vs constante dielectrica (CD) de los solventes de extraccion.
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2.3.3. Compuestos fenolicos no solubles (NEPs) identificados en Capsicum chinense
mediante UPLC-PDA-ESI-MS

Los NEPs detectados e identificados, en extractos de raiz, tallo y hoja de Capsicum chinense
se muestran en la Tabla 2.4 y Tabla 2.5. Se observaron un total de 42 posibles NEPs en los
cromatogramas de extractos de raiz, tallo y hoja empleando los diferentes tratamientos de
extraccion codificados como AA (Figura 2.3), AM (Figura 2.4), BA (Figura 2.5) y BM
(Figura 2.6). El numero de compuestos observados fue de 22 en raiz, 18 en tallo y 13 en hoja
empleando el tratamiento AA, de 20 enraiz, 16 en tallo y 7 en hoja empleando el tratamiento
AM, de 15 en raiz, 10 en tallo y 10 en hoja empleando el tratamiento BA, y de 14 en raiz, 11
en tallo y 13 en hoja empleando el tratamiento BM. A partir del anélisis se determin6 que
en los extractos de raiz fueron observados 28 diferentes picos cromatogréficos, de los cuales
23 fueron observados en los extractos obtenidos mediante extraccion acida (EA) y 17 en los
extractos obtenidos mediante extraccion alcalina (EB), en extractos de tallo se observaron 32
diferentes picos cromatogréaficos, de los cuales 28 se observaron en los extractos obtenidos
mediante extraccion acida (EA) y 12 en los obtenidos por extraccién alcalina (EB), mientras
que en extractos de hoja se observaron 21 diferentes picos cromatograficos, de los cuales 15
se podian observar en los extractos obtenidos por extraccion acida (EA) y 13 en los extractos
obtenidos mediante extraccion alcalina (EB). En condiciones de extraccion &cidas o alcalinas
es posible liberar estos compuestos cuando estan unidos a la pared celular por medio de
enlaces covalentes de tipo éster o enlace glicosidicos respectivamente (Acosta-Estrada et al.,
2013), por lo cual, es posible sugerir el tipo de enlace involucrado en la unién de estos
compuestos a las estructuras de la pared celular, de acuerdo con lo anterior, un mayor nimero
de estos compuestos presentan enlaces de tipo glicosidicos en todos los tejidos de C.

chinense.
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El analisis estadistico de la Tabla 2.5 (analisis estadistico en Anexo 7) muestra la
distribucion de todos los compuestos detectados (42) en los cromatogramas de los diferentes
tejidos de C. chinense empleando los diferentes tratamientos de extraccion. De acuerdo con
esta informacion, un mayor numero de estos compuestos (20) se encontraron distribuidos
principalmente en la raiz y estadisticamente presentaron un mayor contenido en comparacion
al encontrado en otros tejidos, en tallo y en hoja, 16 y 9 de estos compuestos mostraron un
mayor contenido estadisticamente significativo respectivamente. Los compuestos detectados

e identificados se describen a continuacion:

El compuesto 1 (TR =1.43 min; Amax =ND) y 3 (TR = 1.88 min; Amax = ND) fueron detectados
(290 nm) principalmente en extractos de hoja. Empleando BA y BM como solvente de
extraccion respectivamente se logr6 una mayor liberacion de estos compuestos, 1o que
sugiere que se trata de compuestos no identificados unidos a alguna estructura de la pared

celular mediante enlaces éster.

Los compuestos 7 (TR = 4.66 min; Amax = 283 nm), 11 (TR = 8.69 min; Amax = 280 nm), 12
(TR = 8.81 min; Amax = 278 nm), 17 (TR = 9.34 min; Amax = 277 nm), 18 (TR = 9.79 min;
Amax = 279 nm), 22 (TR = 10.85 min; Amax = 215, 280 nm), 24 (TR = 12.06 min; Amax = 212,
309 nm), 25 (TR = 12.10 min; Amax = 212, 279, 312 nm), 27 (TR = 12.38 min; Amax = 212,
286 nm), 30 (TR = 12.97 min; Amax = 215, 296, 322 nm), 33 (TR = 13.91 min; Amax = 214,
278 nm), 35 (TR = 14.45 min; Amax = 213, 281 nm), 37 (TR = 15.33 min; Amax = 213, 276
nm), 39 (TR = 20.21 min; Amax = 212, 284, 320 nm) y 42 (TR = 24.21 min; Amax = 212, 260
nm) fueron detectados principalmente en extractos de raiz, mientras que los compuestos 3
(TR =1.88 min; Amax = ND), 9 (TR = 8.33 min; Amax = 283 nm), 13 (TR = 8.97 min; Amax =

271 nm), 14 (TR = 8.99 min; Amax = 259 nm), 15 (TR = 9.20 min; Amax = 216, 279 nm), 20
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(TR =9.96 Min; Amax = 289 nm), 24 (TR = 12.06 min; Amax = 212, 309 nm), 27 (TR = 12.38
min; Amax = 212, 286 nm), 28 (TR = 12.69 min; Amax = 212, 312 nm), y 32 (TR = 13.13 min;
Amax = 213, 280, 317 nm) fueron detectados en extractos de tallo (T), y los compuestos 2 (TR
= 1.62 min; Amax = 217, 272 nm), 4 (TR = 2.27 min; Amax = 252, 270 nm), 5 (TR = 2.43 min;
Amax = 217, 278 nm), 6 (TR = 4.34 min; Amax = 255, 275 nm), 8 (TR = 7.74 min; Amax = 253,
278 nm), 40 (TR = 23.12 Min; Amax = 223, 278 nm) y 42 (TR = 24.21 min; Amax = 212, 260

nm) fueron identificados principalmente en extractos de hojas.

Algunos de estos compuestos presentaron una huella espectral similar a la de diversos acidos
fendlicos como el acido cinamico, acido cumérico (2, 4,5, 6, 7, 8, 9, 11, 12, 13, 14, 15, 17,
18, 20, 22, 27, 33, 35, 37, 40, 42), acido cafeico, clorogénico y ferulico (10, 24, 25, 28, 30,
32, 39). La mayor diversidad de estos compuestos fue liberada principalmente mediante
extraccion acida (4, 9, 10, 11, 12, 14, 15, 17, 18, 20, 22, 25, 27, 28, 31, 32, 33, 35, 39, 42),
lo cual sugiere que se tratan de diversos acidos fendlicos unidos a las estructuras de la pared
celular a través de enlaces glicosidicos. Por otro lado, algunos de estos acidos fendélicos son
liberados mediante extraccién alcalina (2, 5, 6, 7, 8, 13, 24, 30, 37, 40), lo que sugiere su

unidn a las estructuras de la pared celular es a través de enlaces éster.

Algunos autores reportan que estos acidos fendlicos se tratan predominantemente de
derivados de &cido cumarico (Amax = 195, 215, 277 nm), acido cafeico (Amax = 216, 326 nm)
y acido fertlico (Amax =216, 218, 322 nm) en especies como Zea maya (Santiago et al., 2018;
Cocuron et al., 2019), Lonicera japonica y Lonicera macranthoides (Yu et al., 2019), y
Oryzasativa L. (Gupta y De, 2017), y también se han encontrado estos compuestos asociados
a las estructuras de la pared celular en especies de Solanaceas como Lycopersicon esculentum

Mill. (Mandal y Mitra, 2008, Mandal et al., 2009), Nicotiana tabacum L. (Schnablové et al.,
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2006) y C. annuum (Novo et al., 2017). Ademas, se ha reportado que estos compuestos son
capaces de asociarse a diversos polisacaridos y proteinas de la pared celular primaria para
formar diferentes complejos. Algunos de estos derivados como el acido diferulico, son
capaces de unirse a la hemicelulosa (arabinoxilanos) de la pared celular mediante
esterificacion con la arabinosa, y entrecruzarse con la lignina para formar estos complejos,
cuya funcién es aumentar la fuerza mecanica, la formacién de barreras como mecanismo de
defensa frente al ataque de patdgenos, y la modulacion de la permeabilidad en los tejidos
vegetales (liyama et al., 1994; Barros-Rios et al., 2015). De acuerdo con Agati et al. (2012),
en general, los &cidos hidroxicindmicos contribuyen a la formacion de la pared celular a
traves de la esterificacion con carbohidratos complejos, estos son sintetizados en el reticulo
endoplasmatico, y posteriormente transportados en pequefias vesiculas para migrar hacia la

pared celular después de fusionarse a la membrana plasmatica.

Los compuestos 19 (TR = 9.79 min; Amax = 212, 271, 335 nm), 26 (TR = 12.16 min; Amax
=212, 270, 346 nm), 36 (TR = 14.77 min; Amax = 212, 266, 336 nm) y 38 (TR = 15.43 min;
Amax = 212, 270, 348 nm) fueron identificados como derivados de apigenina de acuerdo con
su huella espectral. Los resultados indican que estos flavonoides se localizan en el tallo (T)
y son liberados mediante extraccion acida (AM), lo cual sugiere que se encuentran unidos a
las estructuras de la pared celular a través de enlaces glicosidicos. La acumulacién de estos
flavonoides en la pared celular puede tratarse de un mecanismo de defensa frente al ataque
de patdgenos en el sistema vascular de C. chinense, en este mecanismo Se sugiere que los
flavonoides son liberados y dirigidos al sitio de infeccion induciendo la reaccion de
hipersensibilidad (HR segun sus siglas en inglés) y la muerte celular programada (PCD segun

sus siglas en inglés), estos se incorporan a las paredes celulares de las células necroticas y
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adyacentes, a traves de un proceso de oxidacién que conduce al aumento del &cido
indolacético (IAA segun sus siglas en inglés), a su vez estos cambios en el equilibrio
metabolico inducen la sintesis de etileno produciendo la muerte celular, la suberizacion y
cierre del sistema vascular para prevenir la colonizacion del tejido por accion de un patégeno
(Besseau et al., 2007; Kuhn et al., 2011; Petrussa et al., 2013; Mierziak et al., 2014). Estos
compuestos flavonoides, pueden localizarse en la pared celular secundaria de las traqueidas
y los elementos vasculares del xilema, y pueden contribuir en la resistencia o susceptibilidad
de diversas especies de plantas frente al ataque de un patdgeno. Se ha reportado que los
flavonoides pueden unirse a diversos polisacaridos como celulosa, pectina y callosa de la
pared secundaria y la laminilla media en el sistema vascular. Algunos autores proponen que
la funcion de estos compuestos es la modificacion de la estructura de la pared celular
secundaria que permite desarrollar resistencia frente a un patdgeno dificultando degradacion
de estas barreras fisicas y, por otro lado, la obstruccion del sistema vascular que contribuye
de manera negativa a la colonizacion de los tejidos vegetales, principalmente frente al ataque
de patdgenos vasculares (Dai et al., 1996; Wallace y Fry, 1996; Beckman, 2000; Miedes et

al., 2014)

El compuesto 16 (TR = 9.33 min; Amax = 212, 318 nm) presente en raiz fue detectado con un
ion molecular m/z 249 en modo ion positivo ([M + H]"). Para este compuesto se detectaron
los fragmentos m/z 227 ([M + H — 22]") y el fragmento m/z 209 ([M + H — 40]"). Este
compuesto es liberado empleando AM como solvente de extraccion, lo que sugiere que se

encuentra asociado a las estructuras de la pared celular a través de un enlace glicosidico.

El compuesto 21 (TR = 10.38 min; Amax = 215, 293, 323 nm) presento un ion molecular de

m/z 265 en modo ion positivo ([M + H]") y fue identificado como N-feruloyl putrescina. Se
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identificaron los fragmentos m/z 249 ([M + H — 16 (NH)]") del cual se sugiere corresponde
a la pérdida de un grupo amino de la cadena de putrescina, m/z 177 (M — H — 86
(putrescina)]®), m/z 145 ([M — 2H — 86 (putrescina) — OMe (31)]%), y m/z 117 ([M — 147]").
Este compuesto ha sido reportado en especies como N. tabacum (Torras-Claveria et al.,
2012), S. tuberosum (Serra et al., 2015), y O. sativa (Dong et al., 2015). La extraccion de
este compuesto se logra a traves de hidrolisis alcalina, lo que sugiere que se encuentra unido

a las estructuras de la pared celular mediante enlaces éster.

El compuesto 23 (TR = 11.20 min; Amax = 217, 284 nm) fue identificado como un &cido
hidroxicindmico con un ion molecular de m/z 257 en modo ion positivo ([M + H]"). Para este
compuesto fueron identificados los fragmentos m/z 100 ([M + H — 157]%), y m/z 143 ([M +
H — 114]%). Los resultados muestran una mayor liberacion de este compuesto mediante
extraccion acida, lo que sugiere que se encuentra unido a las estructuras de la pared celular a

través de enlaces glicosidicos.

El compuesto 29 (TR = 12.86 min; Amax = 213, 281 nm) fue identificado como un derivado
de acido hidroxicinamico con un ion molecular de m/z 263 en modo ion positivo ([M + H]").
Para este compuesto también fueron identificados los fragmentos m/z 147 ([M + H — 116]"),
m/z 224 (M + H — 39]%), m/z 124 (M + H — 139]%), m/z 233 ([M + H — 30]"), y m/z 179
([M + H — 84]"). Los resultados muestran una mayor liberacion mediante extraccion acida,
lo que sugiere que se encuentra unido a las estructuras de la pared celular a través de enlaces

glicosidicos.

El compuesto 34 (TR = 14.25 min; Amax = 213, 315 nm) fue identificado tentativamente como
una fenol poliamida derivado de &cido ferulico de acuerdo con su huella espectral y el patron
fragmentacion, con un ion molecular de m/z 277 en modo ion positivo ([M + H]"). Para este
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compuesto se detectaron los fragmentos m/z 177 ([M + H—100]"), m/z 145 ([M + H - 132]"),
m/z 117 (M + H — 160]") caracteristicos en derivados de acido ferulico. También se
observaron los fragmentos m/z 249 ([M + H — 28]%), m/z 227 (M + H — 50]%), m/z 265 ([M
+H—12]%). Un mayor contenido de este compuesto es obtenido mediante extraccion alcalina,

por lo cual se sugiere que presenta su union a la pared celular mediante enlaces éster.

El compuesto 41 (TR =23.36 min; Amax = 212, 286, 320 nm) fue identificado como N-feruloyl
tiramina, con un ion molecular de m/z 314 en modo ion positivo ([M + H]"). Se identificaron
los fragmentos m/z 277 ([M + H — 37]"), m/z 177 ([M + H — 137 (tiramina)]™), m/z 145 ([M
+ 2H — 31 (H3CO) — 137 (tiramina)]*), m/z 117 ([M + 2H — 31 (H3CO) — 137 (tiramina) —
28 (CO)]Y), m/z 209 ([M + H — 105]%), 227 ([M + H — 87]*), 277 (IM + H — 37]") (Anexo
5). Este compuesto ha sido encontrado en C. annuum (Yoshihara et al., 1981; Novo et al.,
2017) y L. esculentum (Campos et al., 2014). La extraccion de este compuesto se logra a
través de hidrolisis alcalina, lo que sugiere que se encuentra unido a las estructuras de la
pared celular mediante enlaces éster. De acuerdo con Bassard et al. (2010) una cantidad
importante de poliamidas como feruloyl putrescina y feruloyl tiramina pueden encontrarse
asociadas a la pared celular en raices, se ha reportado que esta Gltima se encuentra unida a la

pared celular mediante enlaces éter.
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Tabla 2. 3. Compuestos fendlicos identificados en extractos de raiz, tallo y hoja de Capsicum
chinense var. Chichen Itz4 mediante UPLC-PDA. Se muestra el Amax de la huella espectral
(210 a 400 nm) para cada compuesto, los tratamientos con los que son extraibles (AM, BM,
AA, BA) y su distribucién en los tejidos en plantulas de chile habanero

, TR Amax Identificacion i ., ) a ... a
Numero (min) (nm) Tentativa Clasificacion Tratamiento Tejido
1 1.43 ND Desconocido Acido fenélico AM, BM, AA, BA R, T,H
2 1.62 217,272~ Dervadodedcido 4 iiio ganglico  AM, BM, AA, BA R, T, H
Hidroxicindmico
3 1.88 ND Desconocido Acido fenélico BM T,H
4 227 252,270 ~ Derivadodeacido 440 fonslico  AM, BM, AA, BA R, T, H
Hidroxicindmico
5 243 217,278 ~ Dervadodedcido 4y fanglico AM, BM, AA R, T, H
cumarico
6 4.34 255, 275 Desconocido Acido fenélico BM, AA, BA R, T,H
7 466 283 Derivado de acido 4 ;45 fenglico AM, AA, BA R
cumarico
8 7.74 253, 278 Desconocido Acido fenélico BM, BA R, H
9 8.33 283 Derivado de acido £ 44 fenglico AM, AA R, T, H
cumarico
Derivado de 4cido
10 8.66 21%‘12792' ferdlico o Acido fendlico AM TH
clorogénico
11 8.69 280 Derivado de acido 4 i fenglico AA R
cumarico
Derivado de 4cido A -
12 8.81 278 CUMArico Acido fenélico AM, AA BA R, T,H
13 8.97 271 Derivado de dcido 4 i, fenglico BM T.H
cumarico
14 8.99 259 Desconocido Acido fentlico AM T
Derivado de acido - -
15 9.20 216, 279 cUmarico Acido fendlico AM T
17 9.34 277 Derivado de acido 4 i, fenglico AA R
cumarico
18 9.79 279 Derivado de acido 4 i, fenglico AM, AA R T
cumarico
212, 271, Derivado de -
19 9.79 335 apigenina Flavonoide AM T
Derivado de acido - -
20 9.96 286 CUMmArico Acido fendlico AA T
22 10.85 015,80 ~ Derivadodedcido 44 fonglico AM, AA R, T,H
cumarico
Derivado de acido i
24 12.06 212, 309 feralico o Acido fenélico BM, BA R, T,H
clorogénico
212 279 Derivado de acido i
25 12.10 3’12 ' feralico o Acido fenélico AM, AA R, T,H
clorogénico
26 12.16 212, 210, Derivado de Flavonoide AM T
346 apigenina
27 12.38 212,086 ~ Dervadodeacido 46 fenglico AA R, T, H
cumarico
Derivado de acido i
28 12.69 212,312 fertlico o Acido fendlico AM T
clorogénico
215. 296 Derivado de acido Acido fenélico
30 12.97 3’22 ! fertlico o AM, BM, AA, BA R, T,H
clorogénico
31 12.98 ND Acido fenélico AM T
Derivado de acido Acido fendlico
32 13.13 2133’12780‘ feralico o AM T
clorogénico )
33 13.91 214, 278 Derlvadold_e acido Acido fendlico AM, AA R
cumarico
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Continuacion de Tabla 2.3

Derivado de acido

35 14.45 213, 281 - Acido fenélico AM, AA R
cumarico
212, 266, Derivado de .
36 14.77 336 apigenina Flavonoide AM T
37 15.33 213,276 ~ Dervadodeacido x40 fenclico  AM, BM, AA, BA R
cumarico
212, 270, Derivado de .
38 15.43 348 apigenina Flavonoide AM T
Derivado de 4cido Acido fenélico
39 20.21 21%’2%84‘ fertlico o AM, AA R, T
clorogénico )
40 23.12 223, 278 Denvado/d_e acido Acido fenolico AM, BM, AA BA R TH
cumarico
42 24.21 212, 260 Desconocido Acido fenélico AM, AA R, T,H

aTratamiento: AM: HCI 2N/Metanol, BM: NaOH 2N/Metanol al 80%, AA: HCI 2N, BA: NaOH 2N
Tejido: R: Raiz, T: Tallo, H: Hoja

b

91



Tabla 2. 4. Compuestos fenolicos identificados en extractos de raiz, tallo y hoja de Capsicum chinense var. Chichen Itz4 mediante
UPLC-PDA-ESI-MS. Se muestra el Amax de la huella espectral (210 a 400 nm), los fragmentos obtenidos mediante espectrometria de
masas para cada compuesto, los tratamientos con los que son extraibles (AM, BM, AA, BA) y su distribucién en los tejidos en plantulas
de chile habanero

Identificacion

. TR Amax Masa exacta Formula Fragmentos e . . a .. b
Namero (min) (nm) experimental Molecular (m/z) Tentativa Clasificacion Tratamiento Tejido
100 (100) 227
16 9.33 212,318 249.1480 (70) 249 (62) - Fenol poliamida BM R
209 (48)
177 (100) 145 ]
21 1038 212'2?3' 264.1408 CuaHzoN0s (59) 117 (35) Nurfgg’c'frﬁ Fenol poliamida BM, BA RT
249 (5) 265 (2) P
257 (100) 100 Derivado de 4cido i -
23 11.20 217,284 257.0465 (10) 143 (5) cumarico Acido fendlico AM, BM, AA R, T,H
147 (100) 224
(58) 124 (34) Derivado de 4cido i -
29 12.86 213, 281 233 (24) 263 hidroxicindmico Acido fendlico AM, AA R, T
(10) 179 (10)
177 (100) 145
(59) 117 (50) . L
34 14.25 213, 315 249 (20) 227 De"vgae‘:glﬁfoac'do Fenol poliamida BM, BA R, H
(19) 265 (5) 277
(©)
177 (100) 145
212 286 (59) 117 (48)
41 23.36 3’20 ' 314.1342 C1gH1sNO, 209 (19) 227 N-feruloyl tiramida ~ Fenol poliamida AM, BM, AA, BA R, T,H

(19) 277 (18)
300 (10) 314 (5)

b

T ratamiento: AM: HCI 2N/Metanol, BM: NaOH 2N/Metanol al 80%, AA: HCI 2N, BA: NaOH 2N
Tejido: R: Raiz, T: Tallo, H: Hoja
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Tabla 2. 5. Area integrada de los compuestos fendlicos no solubles (NEPs) detectados e
identificados en los cromatogramas de extractos de raiz, tallo y hoja de Capsicum chinense
Var. Chichen Itza obtenidos mediante UPLC-PDA. Se muestra el area integrada (V*sec) de
los cromatogramas obtenidos con una sefial analitica de 290 nm (comparacion de medias
mediante método de Tukey). EA: extraccion &cida, EB: extraccion alcalina; SA: solvente
acuoso, SO: solventes organico; AA: HCI 2N, AM: HCI 2N/MeOH, BA: NaOH 2N, BM:
NaOH 2N/MeOH al 80% (condiciones de extraccion establecidas en el apartado 1.2.5.2).

Tejido Raiz Tallo Hoja
EA EB EA EB EA EB

Compuesto | SA | SO | SA [ sO | SA | sO SA | sO SA | sO SA | sO
AA  AM BA BM AA AM BA BM AA AM BA BM

1 53¢ 222abc 210abcd 60de 138bcde ND 241ab 82cde 96bcde gobcde 3132 68cde
2 679 374% 1310 402% 2627  577% 1679  406°®  473% 7450 1679  848®
3 ND ND ND ND ND ND ND 273 ND ND ND 2652
4 490° 1789 120%f 557 2169 447 61 517 159%  G46®  295¢  117%f
5 95°  61° 99" 43 51 250 36  107°  ND  141% 2558  152%
6 ND ND 92bc 105b 6ef ND 33def 50cde 5ef ND 1992 77bcd
7 33b 25b 1252 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
8 ND ND 94b 23¢ ND ND ND ND ND ND 1732 78b
9 260°  114¢ ND ND 4322 72¢d ND ND 444 217° ND ND
10 ND ND ND ND ND 1872 ND ND ND 1600 ND ND
11 2842 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
12 6282 6152 72° ND 433° 117° ND ND 166° ND ND ND
13 ND ND ND ND ND ND ND 1552 ND ND ND 59b
14 ND ND ND ND ND 1142 ND ND ND ND ND ND
15 ND ND ND ND ND 972 ND ND ND ND ND ND
16 ND ND ND 1132 ND ND ND ND ND ND ND ND
17 2972 ND 96P ND ND ND ND ND ND ND ND ND
18 ND 1392 ND ND 76bP ND ND ND ND ND ND ND
19 ND ND ND ND ND Q02 ND ND ND ND ND ND
20 ND ND ND ND 412 ND ND ND ND ND ND ND
21 ND ND ND 512 ND ND 37 ND ND ND ND ND
22 121b 2402 ND ND 852 ND ND ND 65P ND ND ND
23 4392 5342 g7be 182° 47° ND 18°¢ 45°¢ 31¢ ND 13° 51¢
24 ND ND 197° 4642 ND ND 236" 3778 ND ND 57¢ 155b¢
25 100° 1542 ND ND 47° ND ND ND 27° ND ND ND
26 ND ND ND ND ND 522 ND ND ND ND ND ND
27 412 ND ND ND 422 ND ND ND 14b ND ND ND
28 ND ND ND ND ND 402 ND ND ND ND ND ND
29 20 932 ND ND 16P ND ND ND ND ND ND ND
30 23¢ 63 189 773 ND ND 126 209° ND ND 4¢ 142bcd
31 ND ND ND ND ND 172 ND ND ND ND ND ND
32 ND ND ND ND ND 112 ND ND ND ND ND ND
33 10P 1062 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
34 ND ND 490 2132 ND ND ND ND ND ND ND 32¢
35 13b 332 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
36 ND ND ND ND ND 812 ND ND ND ND ND ND
37 3¢ 20b 19b 612 ND ND ND ND ND ND ND ND
38 ND ND ND ND ND 832 ND ND ND ND ND ND
39 17° 372 ND ND 32 ND ND ND ND ND ND ND
40 4117 1,682¢ ND ND 362f 759¢  1,063¢ 2236° 1,251¢9 559 1265¢ 4,7202
41 36¢ 295P 288° 4298 74° ND ND ND 161° ND ND ND
42 ND 2562 ND ND 16b ND ND ND 2712 ND ND ND

*Letras diferentes indican diferencias significativas por cada compuestos evaluad
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Figura 2. 3. Perfil cromatogréafico obtenidos mediante UPLC-PDA a partir de extractos de raiz (20 compuestos), tallo (16 compuestos)
y hoja (7 compuestos) de Capsicum chinense obtenidos mediante extraccion acida (EA) con solvente organico (SO). Codigo de
tratamiento: AM. Sefial analitica tomada a 290 nm.
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2.4.CONCLUSIONES
Mediante UPLC-PDA-ESI-MS se logro la detecciéon de 39 compuestos distribuidos en los
diferentes tejidos (raiz, tallo, hoja y fruto) de C. chinense. De acuerdo con su contenido, estos
compuestos se encuentran distribuidos de manera importante en hojas y frutos. Los
principales EPs identificados fueron N-caffeoyl putrescina, acido clorogénico, derivados
glicosilados de luteolina, apigenina, diosmetina y chrysoeriol. Se observo la influencia de la
constante dielectrica de los solventes sobre la eficiencia de extraccion de los principales EPs

identificados, siendo la opcién mas adecuada para su extraccion el uso de MeOH al 50%.

En los extractos de NEPs de los diferentes tejidos de plantulas (raiz, tallo, y hoja), y
empleando los diferentes tratamientos de extraccion (AA, AM, BA, BM) se detectaron 42
compuestos. Se determino que 20 de estos compuestos se encuentran principalmente en raiz,
16 en tallo, y 9 en hojas. Las huellas espectrales de los NEP indican que se tratan
generalmente de derivados de &cidos hidroxicinamicos unidos a enlaces glicosidicos y/o éster
y en algunos casos flavonoides como derivados de apigenina unidos a enlaces glicosidicos a
las estructuras de la pared celular. En raices, se observo la presencia derivados de acido
cumarico, acido feralico y acido clorogénico, ademas, se identificaron dos compuestos fenol

poliamidas, N-feruloyl putrescina y N-feruloyl tiramina.
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CAPITULO 3:
Analisis del cambio en el contenido y perfil de
compuestos fenolicos en Capsicum chinense frente a la

interaccion con Pythium ultimum
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3.1.INTRODUCCION

El chile habanero (Capsicum chinense) el cual es de gran importancia en la region de la
peninsula de Yucatan (Gutiérrez-Gomez et al., 2018), al igual que otros cultivos comerciales
es susceptible a ser afectado por condiciones de estrés bidtico y abidtico en interaccion con
el medio ambiente. Durante su crecimiento y desarrollo las plantas son susceptibles al ataque
de diversos patogenos presentes en la rizosfera que son capaces de afectar la productividad
y la calidad de cultivos comerciales como el chile habanero (Verna y Shukla, 2015; Madani

etal., 2019).

Diversos trabajos publicados describen la interaccion entre oomicetos con variedades de
Capsicum annuum, debido a su impacto econdmico en el manejo agricola de cultivos de chile
(Yucel, 1995; Kim et al., 1997; Harris, 1999; Chatterton et al., 2004; Ueeda et al., 2005;
Jiang et al., 2006; Chellemi, 2006; Gilardi et al., 2013; Serrano-Pérez et al., 2017). Pythium
ultimum es considerado uno de los oomicetos mas importantes en la patologia de plantas por
su capacidad para producir infeccién en mas de 300 especies. Es un habitante comin en el
campo y se encuentra distribuido en diferentes partes del mundo. Ademas P. ultimum es
capaz de crecer saprotréficamente en el suelo, y sus micelios y oosporas pueden infectar
semillas y raices, lo que produce el marchitamiento, bajos niveles de rendimiento, y una alta

mortalidad en cultivos (Kamoun et al., 2015).

En relacion, al efecto de la interaccion de C. chinense con el oomiceto fitopatdgeno P.
ultimum, las plantas son capaces de producir diversos metabolitos secundarios como los
compuestos fendlicos, que se encuentran involucrados en diversas funciones bioldgicas con

gran significancia en los procesos de adaptacién y participacion en el mecanismo de defensa
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frente a la ataque de patogenos (Badri y Vivanco, 2009; Agati et al., 2012; Verna y Shukla,

2015; Ledn-Chan et al., 2017; Jean-Christophe et al., 2019).

Algunos trabajos han descrito la significancia de los cambios observados en el contenido de
EPs y NEPs en plantulas de C. annuum durante la infeccion producida por Phytophthora
capsici y Pythium aphanidermatum (Gayoso et al., 2004; Woo-Jin et al., 2004; Hu-Zhe et
al., 2005; Owen-Going et al., 2008: Novo et al., 2017), sin embargo, estos estudios no son
exhaustivos, por lo que no describen los principales cambios en el perfil de compuestos
fendlicos. Por otro lado, en C. annuum solo se ha estudiado la acumulacién de compuestos
fendlicos durante la infeccion producida por patégenos como C. gloeosporioides y C.
coccodes en frutos (Park et al., 2012; Mikulic-Petkovsek et al., 2013; Jayawardana et al.,
2016). Al respecto, se han caracterizado los cambios en el perfil de compuestos fenélicos
cuando el sitio localizado de la infeccion se desarrolla en los frutos, pero no existe
informacion respecto a la respuesta sistematica en frutos cuando la infeccion es producida en

otros tejidos.

La realizacién de estos trabajos ha permitido caracterizar los cambios en la acumulacion de
compuestos fenolicos y su significancia en el mecanismo de defensa empleando por el género
Capsicum frente a la interaccién con diversos patégenos, sin embargo, no existe un enfoque
especifico hacia la respuesta de C. chinense. Por otro lado, no existen estudios que evallen
la acumulacion de compuestos fendlicos en frutos como parte de una respuesta sistematica
cuando la infeccion es producida en las raiz. Considerando lo anterior, el objetivo de este
trabajo es proponer un modelo del mecanismo de defensa relacionado con la funcién de los

EPs y NEPs inducidos de forma local y sistematica en C. chinense frente a la infeccion
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producida por P. ultimum en raiz, a través de la determinacion del cambio en el contenido de

EPs y NEPs, y su perfil mediante UPLC-PDA-ESI-MS.
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3.2.MATERIALES Y METODOS
3.2.1. Reactivos quimicos

Los reactivos quimicos empleados fueron &cido formico (>95.0%), acetonitrilo (>99.90%),
etanol (>96.0%), Folin — Ciocalteu (2N), acido galico monohidratado (>98.0%), agar de
papa y dextrosa (PDA) y, medio Murashige y Skoog (MS) fueron adquiridos de SIGMA —
Aldrich (St. Louis, MO, EE. UU); carbonato de sodio (Na;COs3), metanol (>99.90%) e
hidroxido de sodio (NaOH) adquiridos en Avantor J. T. Baker; e hipoclorito de sodio
comercial. El agua ultrapura fue obtenida de un sistema de filtracion Milli — Q (Millipore,

Bedford, MA, EE. UU.).

3.2.2. Material vegetal y oomiceto fitopatdgeno P. ultimum

Las plantulas de Capsicum chinense Var. Chichen Itz con 45 dias postgerminacion fueron
adquiridas de un productor local en la comunidad de Muna, Yucatan, México (Septiembre,

2018).

Los frutos de chile habanero (C. chinense Var. Chichen Itz&) obtenidos de plantas infectadas
y no infectadas con zoosporas de P. ultimum fueron adquiridos en un invernadero
experimental de CIATEJ, A. C., Unidad sureste (Noviembre, 2018). Para su analisis, el
pretratamiento de los frutos de chile habanero se realizé de acuerdo con lo establecido en el

apartado 1.2.3.

El oomiceto fitopatdégeno P. ultimum (P233.08) fue adquirido a partir de la coleccién Silva
Tarouca Research Institute for Landscape and Ornamental Gardening (Deparment of

Biological Risks, Republica Checa, Brno).
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3.2.3. Preparacion de plantulas de C. chinense

Las plantulas de C. chinense fueron lavadas con agua destilada para eliminar el sustrato de
las raices, después fueron lavadas con EtOH al 20% durante 5 min, posteriormente con
hipoclorito de sodio al 2.5% durante 5 min, y para finalizar el exceso de este Ultimo fue
retirado con agua destilada. Las plantulas desinfectadas fueron colocadas en una bandeja de
96 celdas (8 x 12) sobre un recipiente de pléstico (area de 40 x 22 cm y 15 cm de profundidad)
sanitizado con EtOH al 70% en el que fueron colocados 2.5 L de medio Murashige y Skoog
(2.15 g/L) al cual se le adiciond 200 mg/L de ampicilina, y adaptd un sistema de aireacion a
través de una bomba de aire (Hagen, Elite 799, Espafia). El acondicionamiento de las
plantulas se realizé en un cuarto con luz natural regulado a 22°C durante un periodo de 120

h.

3.2.4. Preparacion de medio e in6culo de P. ultimum

Para la preparacion del PDA se suspendieron 39 g/L de agua destilada (B. Medina, Yucatan,
México), mediante agitacion magnética, posteriormente, el medio se calenté a 60°C para
homogenizar la mezcla, en seguida, el medio de cultivo luego fue esterilizado en autoclave
vertical automatico (Ecoshel, CVQ-B35L, México) a 121°C (15 Ib/pulg?) durante 15 min.
Posteriormente, un volumen de entre 10 a 20 mL de medio fue vertido en placas para agar
(10 cm de didmetro), el procedimiento fue realizado dentro de una campana de flujo laminar
horizontal (LABCONCO, EE. UU.). Tras la gelificacion del medio las placas se resguardaron
en una incubadora (Ecoshel, Mod. 9082, México) durante 48 h a 36°C. Después, las placas
de agar se resguardaron en refrigeracion a 4°C. Finalmente, las placas con agar fueron

inoculadas con micelio de P. ultimum, y posteriormente fueron incubadas por 120 h a 22°C.
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3.2.5. Preparacion del sistema para la interaccion de plantulas de C. chinense con P.
ultimum

Para la evaluacion del efecto de la interaccion de Pythium ultimum sobre el contenido y perfil
de compuestos fendlicos en plantulas de C. chinense se asignaron dos tratamientos. El
primero de plantulas (no infectadas) y el otro de plantulas inoculadas (infectadas) con P.
ultimum sobre medio PDA. Para esto se esterilizaron vasos de precipitado de 1 L, medio de
cultivo MS (2.15 g/L), y agua destilada (B. Medina, Yucatan, México) en un esterilizador
vertical automatico (Ecoshel, CVQ-B35L, México) a 121°C (15 Ib/pulg?) durante 15 min. El
material fue colocado en una campana de flujo laminar horizontal (LABCONCO, EE. UU.),
donde cuidadosamente se introdujeron placas de PDA (10 cm de diametro por 0.5 cm de
grosor) sin inocular o inoculado con P. ultimum (120 h de cultivo). Después se vertieron 150
mL de medio MS. Por ultimo, se colocaron los tratamientos (plantulas inoculadas y sin
inocular) dentro de una campana de flujo laminar en contacto con luz natural a 25°C por un
periodo de 72 h (Figura 3.1). Al finalizar, el material vegetal fue retirado de los cilindros y

preparado para sus analisis de acuerdo con el apartado 1.2.3 descrito en el primer capitulo.
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Figura 3. 1. Preparacion del sistema de infeccion de raices de Capsicum chinense con P. ultimum
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3.2.6. Extraccion de EPsy NEPs

Los EPs presentes en polvos liofilizados de raiz, tallo, hoja y fruto fueron extraidos
empleando MeOH al 50% como solvente de extraccion, de acuerdo con la metodologia de
EC descrita en el apartado 1.2.5, mientras que la extraccion de los NEPs fue empleado el
tratamiento de extraccion alcalina (BM: NaOH 2N/MeOH al 80%) de acuerdo con el

apartado 1.2.7 descrito en el primer capitulo.

3.2.7. Determinacién de CFT y analisis mediante UPLC-PDA-ESI-MS

Se determind el CFT vy se realizé el analisis cromatografico de los extractos de EPs y NEPs
de raiz, tallo, hoja y fruto de acuerdo con las técnicas y parametros establecidos en el apartado

1.2.8 del primer capitulo y el apartado 2.2.3 del segundo capitulo respectivamente.

3.2.8. Analisis estadistico

Todos los resultados fueron expresados como la media + desviacion estandar. El disefio
experimental para la evaluacion del CFT (expresado en mg EAG/g BS) y el contenido de los
diferentes compuestos fenolicos detectados e identificados mediante UPLC-PDA-ESI-MS
(expresado en area [JV*sec] obtenida con una sefial analitica de 290 nm) en los extractos de
EPs y NEPs de raiz, tallo, hoja y frutos fueron analizados mediante un ANOVA simple
(p<0.05) para comparar el tratamiento de plantas infectadas y no infectadas con P. ultimum.
Se utiliz6 el método de Tukey para realizar las comparaciones entre las medias de los
tratamientos evaluados (p<0.05) en todos los experimentos. Los analisis fueron realizados
empleando el Software Statgraphics Centurion Version XVI (Manugistic Inc., Rockville

MD, EE. UU.).
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3.3.RESULTADOS Y DISCUSIONES

3.3.1. Contenido de EPs y NEPs en raiz, tallo y hoja de plantulas de C. chinense
infectadas y no infectadas con P. ultimum.

En la Figura 3.2 se muestra el contenido de EPs en raiz, tallo y hoja de plantulas infectadas
y no infectadas de C. chinense. En raiz fue de 3.89 £ 0.15y 4.84 £ 2.04 mg EAG/g BS, en
tallo de 8.62 £ 1.50 y 10.40 + 1.45 mg EAG/g BS, y en hoja fue 30.87 + 0.29 y 33.28 + 0.89
mg EAG/g BS en plantulas infectadas y no infectadas respectivamente. EIl ANOVA mostro
que no existen diferencias significativas de EPs entre el tratamiento infectado y no infectado
(Anexo 8). En concordancia con los resultados presentados, Gayoso et al. (2004) reportaron
gue no se observaron cambios en el contenido de EPs en plantulas de C. annuum a los tres
dias de establecerse la infeccidn con P. capsici, estos cambios son observados principalmente
en hojas, con el incremento de EPs a partir del dia 5 y 7 después de iniciada la interaccién
del oomiceto con la raiz. Por su parte, Jousset et al. (2011) reportaron la induccién de
compuestos fendlicos en plantulas de cebada (H. vulgare) como parte del mecanismo de
defensa frente a la infeccion producida por P. ultimum, sin embargo, la acumulacion de
compuestos sucede en las zonas de raices sanas (sitios sistematicos), y no en el sitio local de

la infeccion.
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Figura 3. 2. Contenido EPs en raiz, tallo y hoja de plantulas de C. chinense infectadas y no
infectadas con P. ultimum. Letras diferentes sobre las barras indican diferencias
significativas.

En la Figura 3.3 se muestra el contenido de NEPs en raiz, tallo y hoja de plantulas infectadas
y no infectadas de C. chinense. En raiz fue de 15.70 + 1.74 y 8.04 + 1.25 mg EAG/g BS, en
tallo de 11.89 £ 1.05y 10.57 + 2.03 mg EAG/g BS, y en hoja fue de 11.10 + 1.39y 12.87
1.34 mg EAG/g BS en plantulas infectadas y no infectadas respectivamente. EIl ANOVA
indico que existe una mayor cantidad de NEPs en raiz de plantulas infectadas (Anexo 8). El
ANOVA también mostré que no existen diferencias significativas de NEPs en tallo y hoja de

plantulas infectadas y no infectadas.

En la Tabla 3.1 se observa la sumatoria de EPs y NEPs en raiz, tallo y hoja de C. chinense

de plantulas infectadas y no infectadas con P. ultimum; la cual muestra un incremento total
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de compuestos fendlicos significativo en raiz de plantulas infectadas (19.59 + 1.73 mg EAG/g

BS) con respecto al de plantulas no infectadas (12.87 £ 0.84 mg EAG/g BS).

El contenido de compuestos fenilpropanoides incrementa en diferentes drganos de la planta
en respuesta a la interaccion con patogenos, esto confiere tolerancia a la infeccion (Agati et
al., 2012). El incremento de NEPs en raiz de plantulas infectadas esta relacionado con la
sintesis de barreras como proteccion frente al ataque de patogenos (Jean-Christophe et al.,
2018). Algunos de estos mecanismos de sintesis de barrera son la lignificacion y la
suberizacion. La lignificacion en raiz de plantas de C. annuum frente al ataque de P. capsici
ha sido propuesto como un mecanismo de defensa (Hu-Zhe et al., 2005). Por otro lado, el
proceso de acumulacion de compuestos fendlicos puede desarrollarse a través de la
suberizacion; los compuestos fendlicos involucrados en la suberizacion en general no son
precursores de la lignina y se tratan principalmente de acidos hidroxicinamicos que se unen
covalentemente a la pared celular primaria. (Razem y Bernards, 2002; Mandal et al., 2009).
En Solanum tuberosum, se ha demostrado que frente a la infeccion producida por P. infestans
la planta produce especies reactivas de oxigeno (ROS) como H>O> para eliminar al patégeno,
y se produce la formacion de una barrera polimérica unida a la pared celular, que reduce la
permeabilidad evitando la deshidratacion y la colonizacion del tejido vegetal, como
consecuencia de la oxidacion de los compuestos fenolicos en el sitio de la infeccion. Ademas,
Caamal-Chan et al. (2011) reportaron la induccién sistematica de nitrato reductasas durante
la infeccion producida por P. capsici en raices de plantulas de C. chinense lo que sugiere la
accion de otras ROS como NO en el mecanismo de defensa. Woo-Jin et al. (2004) reportaron
que en raiz de plantulas de C. annuum se observa un incremento en la actividad de la polifenol

oxidasa (PPO), la cual realiza la oxidacion de compuestos fenolicos durante la infeccion
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producida por P. capsici, pero no se observa un incremento en la actividad de fenilalanina
amonio liasa (PAL), enzima involucrada en la sintesis de compuestos fenolicos. Por su parte,
Hu-Zhe et al. (2005) reportaron que en raiz de plantulas de C. annuum infectadas con P.
capsici se observa el incremento de actividad de peroxidasas (POD), y un decremento en la
actividad de la PAL. Mientras que Owen-Going et al. (2008) encontraron en su investigacion
que en plantulas de C. annuum en un sistema hidropdnico se observo el incremento de NEPs
en raices tras la infeccion producida por P. aphanidermatum. En relacién con esto, se sugiere
que la actividad de POD y la PPO esta involucrada en la acumulacion de compuestos
fenolicos en las estructuras de la pared celular como uno de los principales mecanismos de
defensa tempranos en C. annuum. A su vez, se sugiere que en C. chinense la acumulacion de
NEPs puede involucrar alguno de estos mecanismos, mediante la incorporacion de los EPs a
la pared celular, es decir, tras su oxidacion por la accion de POD utilizando como co-sustrato

ROS como parte de la respuesta local a la infeccion.
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Figura 3. 3. Contenido de NEPs en raiz, tallo y hoja de plantulas de C. chinense infectadas
y no infectadas con P. ultimum. Letras diferentes sobre las barras indican diferencias
significativas.

Tabla 3 1. Contenido de EPs y NEPs en raiz, tallo y hoja de plantulas de C. chinense
infectadas y no infectadas con P. ultimum.

Tejido/Tratamiento Infectado* No Infectado*
Raiz 19.59 +1.732 12.87 +0.84°
Tallo 20.51 + 2,532 20.97 +3.312
Hoja 41.96 +1.672 46.14 +1.632

" Letras diferentes indican diferencias significativas (los valores representan la sumatoria de EPs y NEPs en
cada tratamiento expresado en mg EAG/g BS.

En raiz de plantulas infectadas con P. ultimum se observ6 una distribucién de compuestos
fenolicos, en la cual, el 19.87% correspondié a EPs y, el 80.13% a NEPs, mientras que en
raices de plantulas no infectadas se observé un 37.58% de EPs y 62.42% de NEPs. En tallo

de plantulas infectadas se presentd un 42.03% de EPs y 57.97% de NEPs, mientras que en
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tallo de plantulas no infectadas la distribucion fue de 49.61% de EPs y 50.39% de NEPs, es
decir, se observa un incremento porcentual de NEPs en tallo durante la interaccion con P.
ultimum. En hoja de plantulas infectadas se present6 un 73.56% de EPs y 26.44% de NEPs,
mientras, que, en hojas de plantulas no infectadas, se observé un 72.11% de EPs y 27.89%
de NEPs, es decir, se observé una distribucién similar de EPs y NEPs entre hoja de plantula

infectada y no infectada (Figura 3.4).

Plantulas Plantulas
Infectadas No infectadas
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49.61 %
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Figura 3. 4. Porcentaje de distribucion EPs y NEPs en raiz, tallo y hoja de plantula de C.
chinense infectada y no infectada con P. ultimum.

62.42 %
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3.3.2. Contenido de EPs y NEPs en fruto de plantas de C. chinense infectadas y no
infectadas con P. ultimum

En la Tabla 3.2 se observa la sumatoria de EPs y NEPs en frutos de plantas de C. chinense
infectadas y no infectadas con P. ultimum. En frutos de plantas infectadas se observo un
contenido de 31.56 + 1.53 mg EAG/g BS, mientras, que en frutos de plantas no infectadas

fue de 33.34 £ 1.12 mg EAG/g BS. No se observaron diferencias significativas (Anexo 8).

Tabla 3 2. Contenido de EPs y NEPs presentes en fruto de plantas de C. chinense infectadas
y no infectadas con P. ultimum.

Frutos en plantas de  Contenido de Fenoles Totales

Capsicum chinense (mg EAG/g BS)*
Infectadas 31.56 + 1.532
No infectadas 33.34 +1.122

" Letras diferentes indican diferencias significativas (los valores representan la sumatoria de EPs y NEPS)

En la Figura 3.5 se observa el contenido EPs y NEPs, y su distribucion porcentual en frutos
de plantas infectadas y no infectadas. El contenido de EPs fue significativamente mayor en
frutos de plantas infectadas (26.10 £1.26 mg EAG/g BS) que en frutos de plantas no
infectadas (21.61 £1.12 mg EAG/g BS). Los NEPs fueron significativamente menores en
frutos de plantas infectadas (5.46 + 0.28 mg EAG/g BS), que, en frutos de plantas no
infectadas (11.74 £ 0.21 mg EAG/g BS) (Anexo 8). Los resultados mostraron un cambio en
la distribucion de EPs y NEPs. En frutos de plantas infectadas, el 82.70% correspondi6 a EPs
y 17.30% a NEPs, mientras que, en frutos de plantas no infectadas, el 64.80% fueron EPs y
el 35.20% NEPs, es decir, se observa un incremento de EPs y un decremento de NEPs en

frutos de plantas infectadas.

Lo anterior sugiere la acumulacion de EPs como un mecanismo de defensa; algunos autores

han reportado que en frutos de C. annuum uno de los principales mecanismos de defensa
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frente a la infeccidn producida por patogenos es la acumulacion de compuestos fendlicos,
principalmente flavonoides en los tejidos infectados y colonizados por el patégeno, de este
modo se produce la formacion de una barrera en el sitio local de la infeccién que impide su

progresion (Bassard et al., 2010; Park et al., 2012; Mikulic-Petkovsek et al., 2013)

Con relacion al contenido de NEPs, se observé un menor contenido de estos en frutos de
plantas infectadas. Al respecto, Jayawardana et al. (2016) reportan la acumulacién de
compuestos fenolicos en las paredes celular del sitio local de la infeccion producida por C.
gloeosporioides en frutos de C. annuum. Por su parte, Mikulic-Petkovsek et al. (2013) y Park
etal., (2012) no evaluaron el contenido de NEPs durante la infeccion de frutos de C. annuum,
sin embargo, sugieren que la acumulacion de EPs tienen como propdsito la formacion de una
barrera fisica a través de su posterior incorporacién a la pared celular de los sitios adyacentes
a la infeccién. En relacion con el presente trabajo, el sitio local de la infeccién en las plantas
de C. chinense se encuentra en las raices; se observo que en raices de plantulas de C. chinense
infectadas con P. ultimum se desarrolla la acumulacion de NEPs como mecanismo de
defensa. Gayoso et al. (2004) indicaron que existe una fuerte correlacion entre la produccion
ROS, el mecanismo de oxidacion de compuestos fenélicos involucrados en las suberizacion
y la lignificacion para la formacion de barreras en el sitio local de la infeccion, la respuesta
hipersensible (HR), y la respuesta de resistencia sistematica adquirida (SAR). Se sugiere que
posiblemente se produce un detrimento o inhibicion en la acumulacién de NEPs en frutos de
plantas infectadas para favorecer una mayor acumulacion de EPs involucrados en el
mecanismo de defensa, la cual puede tratarse de una parte de SAR en frutos, o bien los NEPs

son transportados al sitio local de la infeccion (Referencia).
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Figura 3. 5. Distribucién porcentual y contenido de EPs y NEPs en fruto de plantas de C.
chinense infectadas y no infectadas con P. ultimum. Letras diferentes sobre las barras indican
diferencias significativas.

3.3.3. Analisis mediante UPLC-PDA-ESI-MS del perfil de EPs y NEPs en diferentes
tejidos de Capsicum chinense tras la infeccion producida por P. ultimum

En la Tabla 3.3 se observa el area total (u\VV*sec) integrada de los cromatogramas de extractos
de EPs obtenidos a partir de raiz, tallo, y hoja en plantulas de C. chinense infectadas y no
infectadas con P. ultimum. En raiz el area correspondio a 48,615 + 5,322 y 60,408 + 6,000
HV*sec respectivamente, estos resultados no mostraron diferencias significativas; en tallo el
area fue de 99,665 + 7,806 y 86,942 + 8,651 uV*sec respectivamente, no se observaron
diferencias significativas; mientras que, en hoja el area fue de 170,878 + 8,543 y 176,274 +
8,857 uV*sec respectivamente, sin que se observen diferencias significativas (Anexo 8). Los
resultados mostraron una distribucion de EPs en los diferentes tejidos de C. chinense similar

a la presentada en la Figura 3.2.
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Tabla 3.3. Anélisis mediante UPLC-PDA de EPs en raiz, tallo y hojas de plantulas de
Capsicum chinense infectadas y no infectadas con Pythium ultimum.

Tejido/Tratamiento Infectados No Infectados
Raiz 48,615 + 5,3222 60,408 + 6,000?
Tallo 99,665 + 7,806% 86,942 + 8,6512
Hoja 170,878 + 8,543 176,274 + 8,8572

* Letras diferentes indican diferencias significativas (comparacion por fila)

En la Tabla 3.4 se muestran numerados (de acuerdo con la identificacion propuesta en la
Tabla 2.2) los EPs, el area integrada (uV*sec) de cada compuesto en raiz, tallo y hojas en
plantulas de C. chinense infectadas y no infectadas con P. ultimum, los resultados del anélisis
estadistico, asi como el valor de incremento o decremento porcentual de cada compuesto en

plantulas infectadas con respecto al contenido observado en plantulas no infectadas.

En hoja, los compuestos identificados (nimero de identificacion de acuerdo con la Tabla
3.4) como N-caffeoyl putrescina (3) y luteolina-7-O-(2-apiosil) hexdsido (26) presentaron en
los cromatogramas un &rea integrada significativamente menor en plantulas infectadas en
comparacidon con plantulas no infectadas, lo que representé una reduccion del 66.48'y 25.19%
respectivamente durante la infeccion producida por P. ultimum. El decremento en el
contenido de estos compuestos fenolicos en hoja de plantulas infectadas sugiere que
posiblemente fueron transportados al sitio local de la infeccion como mecanismo de defensa;
de acuerdo con Jgrgensen et al. (2015), algunos compuestos involucrados en el mecanismo
defensa en Arabidopsis thaliana, como los glucosinolatos pueden ser transportados a otros
tejidos a partir del sitio donde fueron sintetizados y acumulados; y sugieren que diversos
metabolitos secundarios puedes ser transportados desde la hoja hacia la raiz via floema, o
desde la raiz hacia la hoja via xilema; los autores también mencionan que este fendmeno es
transferible a otras especies, y otros metabolitos secundarios especializados. Algunos de

estos mecanismos de transporte han sido propuestos para flavonoides (Grotewold, 2004;

117



Zhao, 2015). En cuanto a la accion en el mecanismo de defensa para estos compuestos, se ha
reportado que la N-caffeoyl putrescina en frutos de C. annuum esta involucrada con la
formacion de una barrera fisica en el sitio local de la infeccion producida por C.
gloeosporioides (Park et al., 2012), por su parte, Du et al., (2010) reportaron que la luteolina

es capaz de inhibir la germinacion de esporas de C. sublineolum.

Los compuestos identificados como acido protocatechuico hexdésido (5), lycoperodine 1 (6),
acido vanilico-4-p-D-glicésido (16), y chrysoeriol-7-O-(2-apiosil-6-acetil) hexosido (34)
presentaron en los cromatogramas un area integrada significativamente mayor en plantulas
infectadas, que en plantulas no infectadas, lo que representd un incremento de estos
compuestos del 40.31, 20.97, 18.49% y 28.18% respectivamente durante la infeccion
producida por P. ultimum. En cuanto a la acumulacion de compuestos fendlicos como
chrysoeriol-7-O-(2-apiosil-6-acetil) hexdsido, las plantas en condiciones de estrés acumulan
compuestos flavonoides glucosilados debido a que estos son efectivos secuestrantes de ROS;
esta acumulacion de compuestos es mayor en especies sensibles al estrés que en especies
tolerantes, debido a que, en especies sensibles, la primera linea de defensa frente a la
produccion de ROS es poco eficaz y, por lo tanto, la planta se encuentra expuesta a un mayor
estrés oxidativo (Agati et al., 2012). El area integrada del resto de los compuestos (Tabla
3.4; Numero: 6, 13, 21, 30, 32, 33, 36, 38) detectados e identificados en hojas de plantulas
de C. chinense infectadas y no infectadas con P. ultimum no presentaron diferencias

significativas.

En tallo, los compuestos identificados como apigenina-6,8-di-C-hexosido (13) y un derivado
de apigenina (17) presentaron en los cromatogramas un area integrada significativamente

menor en plantulas infectadas, que, en plantulas no infectadas, esto represent6 una reduccion
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de estos compuestos de 14.83 y 12.50% respectivamente. Al respecto, los flavonoides han
sido reportados como co-sustrato para peroxidasas para reducir el contenido de H.O2 (Agati
et al., 2012). Se sugiere que, tras su oxidacion, estos derivados de apigenina se acumulan en
la pared celular como un mecanismo de defensa frente al ataque de patdgenos en el sistema
vascular de C. chinense. Los flavonoides son liberados y dirigidos al sitio de infeccion
induciendo la HR y la muerte celular programada (PCD por sus siglas en inglés), esto
previene la colonizacion de tejidos adyacentes al sitio local de la infeccion (Besseau et al.,
2007; Kuhn et al., 2011; Petrussa et al., 2013; Mierziak et al., 2014).Estos flavonoides
pueden localizarse en la pared celular secundaria de las traqueidas y los elementos vasculares
del xilema; también pueden unirse a diversos polisacaridos como celulosa, pectina y callosa
de la pared secundaria y la laminilla media en el sistema vascular; diversos autores proponen
que su funcion es la modificacion de la estructura de la pared celular secundaria, lo que
dificulta la degradacion de esta barreras fisicas y, por otro lado, la obstruccion del sistema
vascular que previene la colonizacion de otros tejidos adyacentes (Dai et al., 1996; Wallace
y Fry, 1996; Beckman, 2000; Miedes et al., 2014). Por otro lado, algunos derivados de acidos
hidroxicinamicos, como los compuestos 28 (Amax: 195, 218, 292, 309 nm), 37 (Amax: 214, 290,
308 nm) y 39 (Amax: 214, 285, 317 nm) presentaron en los cromatogramas un area
significativamente mayor en plantulas infectadas, que, en plantulas no infectadas, lo cual
representd un incremento de estos compuestos del 45.94, 158.92 y 74.50% respectivamente,
durante la infeccién producida por P. ultimum. Algunos autores reportaron que estos acidos
fenolicos son predominantemente derivados de acido cumarico (Amax = 195, 215, 277 nm),
acido cafeico (Amax = 216, 326 nm) y acido feralico (Amax = 216, 218, 322 nm) en especies
como Zea maya (Santiago et al., 2018; Cocuron et al., 2019), Lonicera japonica y Lonicera

macranthoides (Yu et al., 2019), y Oryza sativa L. (Gupta y De, 2017), y también se han
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encontrado estos compuestos asociados a las estructuras de la pared celular en especies de
Solanaceae como Lycopersicon esculentum Mill. (Mandal y Mitra, 2008, Mandal et al.,
2009), N. tabacum L. (Schnablova et al., 2006) y C. annuum (Novo et al., 2017). Ademas,
se ha reportado que estos compuestos son capaces de asociarse a diversos polisacaridos y
proteinas de la pared celular primaria para formar diferentes complejos. Algunos de estos
derivados como el &cido diferalico, son capaces de unirse a la hemicelulosa (arabinoxilanos)
de la pared celular mediante esterificacion con la arabinosa, y entrecruzarse con la lignina
para formar estos complejos, cuya funcion es aumentar la fuerza mecanica, la formacién de
barreras como mecanismo de defensa frente al ataque de patdgenos, y la modulacion de la

permeabilidad en los tejidos vegetales (liyama et al., 1994; Barros-Rios et al., 2015).

En raiz, el compuesto identificado como &cido protocatechuico hexdsido (5), presentd en los
cromatogramas un area significativamente menor en plantulas infectadas que, en plantulas
no infectadas, lo que equivale a una disminucién de este compuesto del 46.73 %, por otro
lado, un derivado de &cido hidroxicinamico (28) con una huella espectral de Amax: 195, 218,
292, 309 nm (similar a compuestos como acido ferdlico, acido cafeico y acido clorogénico)
presentd en los cromatogramas un area significativamente mayor en plantulas infectadas que
en plantulas no infectadas, lo que equivale a un incremento de este compuesto del 72.80%
durante la infeccion producida por P. ultimum. Al respecto, Mikulic-Petkovsek et al. (2013)
reportaron la acumulacién de &cido clorogénico alrededor del sitio local de la infeccion
producida por C. coccodes en frutos de C. annuum Var. Soroksari. Por su parte, Jousset et
al. (2011) reportaron en cebada (H. vulgare) la acumulacion de acidos hidroxicinamicos
como acido cumarico y acido vanilico en raiz de plantulas frente a la infeccion producida por

P. ultimum. Debido a lo anterior, se sugiere que la acumulacién de acidos hidroxicinamicos
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se debe a la activacion de la PAL en los sitios circundantes a la infeccion en las raices de C.

chinense.
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Tabla 3.4. Andlisis mediante UPLC-PDA-ESI-MS del perfil de EPs en raiz, tallo y hoja de

plantulas de C. chinense infectadas y no infectadas con P. ultimum

NUmero TR Identificacion Tentativa Infectado No infectado Valor-P* % (_je reduccion o
(min) incremento
Hoja
3 8.13 N-caffeoyl putrescina 1,093 + 60° 3,261 + 1872 0.0000** - 66.48
5 8.55 Acido protocatechuico 4,364 + 220° 3,110 £ 195° 0.0018** +40.31
hexosido
6 8.63 Acido clorogénico 1,009 + 59° 862 + 72° 0.0516 +17.08
10 9.08 Lycoperodine 1 2,140 + 129% 1,749 £ 79° 0.0132* +20.97
13 9.24 Apigenina-6,8-di-C- 1,414 £ 572 1,322 £ 672 0.1437 +6.93
hexosido
16 9.54 Acido vanilico-4-B-D- 5,093 £ 2252 4,298+ 185° 0.0092** +18.49
glucésido
21 9.86 Phloretin-5,6-di-C- 1,804 + 1372 1,956 + 153* 0.2681 -7.77
hexosido
26 10.91 Luteolina-7-O-(2-apiosil) 16,426 + 888° 21,958 +1,163% 0.0028** -25.19
hexosido
30 12.73 Apigenina-7-O-(2- 31,449 +£1,307% 32,735 £ 2,416% 0.4629 -3.93
apiosil) hexosido
32 13.21 Diosmetina-7-O-(2- 21,805 +1,056* 23,679 £1,514% 0.1535 -791
apiosil) hexosido
33 13.46 Luteolina-7-O-(2-apiosil- 6,610 + 624° 7,770 £ 528° 0.0698 -14.93
6-malonil) hexosido
34 15.77 Chrysoeriol-7-0O-(2- 1,150 + 512 897 + 60° 0.0051** +28.18
apiosil-6-acetil) hexosido
36 17.76 Apigenina-7-O-(6- 7,184 + 5262 7,918 + 3492 0.1140 -9.28
malonil-apiosil) hexosido
38 18.60 Chrysoeriol-7-O-(6- 5,937 £ 357° 6,460 + 374° 0.1547 -8.10
malonil-apiosil) hexosido
Tallo
3 8.20 N-caffeoyl putrescina 3,251 + 2102 3,291 + 189% 0.8156 -1.23
5 g5y /cidoprotocatechuico 2,358 + 157° 2,100 + 85° 0.0662 +12.28
hexosido
9 9.01 Derivado de apigenina 1,258 + 792 1,174 £ 578 0.2129 +7.13
10 9.09 Lycoperodine 1 915 + 59° 837 £ 45° 0.1388 +9.38
12 9.15 Derivado de &cido 2,707 + 142° 2,608 + 126° 0.4154 +3.80
hidroxicindmico
13 9.24 Apigenina-6,8-di-C- 628 + 32° 737+ 27° 0.0105* -14.83
hexosido
14 9.32 Derivado de apigenina 2,072 £123% 2,148 + 1442 0.5285 -3.52
17 9.59 Derivado de apigenina 1,637 + 64° 1,871+ 978 0.0253* -12.50
19 9.71 Derivado de apigenina 716 + 31° 779 £33 0.0718 -8.12
20 9.77 Derivado de apigenina 921 +78° 942 + 452 0.7019 -2.26
21 9.86 Phioretin-5,6-di-C- 1,160 + 106° 1,125 + 101° 0.6963 +3.15
hexosido
22 10.00 Derivado de apigenina 1,345 + 662 1,439 £ 932 0.2266 -6.54
28 11.23 Derivado de acido 6,171 + 342° 4,229 + 184° 0.0010%* +45.94
hidroxicindmico
Derivado de &cido
29 11.83 . L 4,646 * 266° 4,435 + 346% 0.4499 +4.75
hidroxicindmico
Derivado de 4cido . b -
37 17.66 3,817 £ 306 1,478 + 96 0.0002 + 158.22

hidroxicindmico
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Continuacion de Tabla 3.4

39 19.29 Derivado de &cido 3,169+ 171° 1,816 + 82 0.0002%* +7450
hidroxicinamico

Raiz
3 8.19 N-caffeoyl putrescina 150 + 92 166 + 142 0.1497 -10.12
5 gs3  /cidoprotocatechuico 134+ 8° 251+ 11° 0.0001%* -46.73
hexosido
28 11.21 Derivado de acido 428 + 210 248 + 16 0.0003** +72.80

hidroxicinamico

29 11.80 Derivado de acido 664 + 35° 714 + 46° 0.2874 -6.89
hidroxicinamico

37 17.66 Derivado de 4cido 877 + 64 902 + 40° 0.6050 271
hidroxicinamico

39 19.27 Derivado de acido 548 + 33° 505 + 29° 0.1615 +8.64
hidroxicinamico

**indica diferencia significativa con un valor P<0.01
*indica diferencia significativa con un valor P<0.05

En la Tabla 3.5 se observa el area total de los cromatogramas de EPs de frutos de plantas de
C. chinense infectadas y no infectadas con P. ultimum. En extractos de frutos de plantas
infectadas el area total integrada fue 725,839 + 46,810 uV*sec, la cual fue significativamente
mayor que en plantulas no infectadas con un valor de 469,820 + 44,854 uV*sec (Anexo 8).

Los resultados presentados son similares a los presentados en la Figura 3.5.

Tabla 3 5. Andlisis mediante UPLC-PDA de EPs en fruto de plantas de C. chinense
infectadas y no infectadas con P. ultimum.

Tratamiento Area (LV*sec)
Infectados 725,839 + 46,8102
No infectados 469,820 + 44,854°

* Letras diferentes indican diferencias significativas

Los EPs identificados (numero de identificacion de acuerdo con la Tabla 3.4) en frutos de
C. chinense en plantas infectadas y no infectadas con P. ultimum se presentan numerados en
la Tabla 3.6. La numeracion se presenta de acuerdo a la identificacion propuesta en la Tabla
2.2. Se identifico la presencia de un derivado de &cido vanilico (1), N-caffeoyl putrescina (3),
acido protocatechuico hexésido (5), derivados de apigenina (7, 11), derivado de &cido
clorogénico o ferulico (8) y un derivado de luteolina o chrysoeriol, los cuales presentaron en

los cromatogramas un area significativamente mayor en frutos de plantas infectadas que no

123



infectadas, 1o que represent6d un incremento significativo de estos compuestos durante la
infeccion producida por P. ultimum en las raices. También se observo que un derivado de
apigenina (11), presentd en los cromatogramas un area integrada significativa menor en
plantulas infectadas que plantulas no infectadas, lo que equivale a una disminucion del
34.43% durante la infeccion. Al respecto, algunos compuestos fenolicos pueden sufrir un

decremento en términos de reducir a ROS (Agati et al., 2012).

Con relacion a los resultados, Park et al. (2012) han reportado que la N-caffeoyl putrescina
no se encuentra presente en fruto no infectados de C. annuum, sino que hace su aparicion
durante la infeccion producida por C. gloeosporioides, y alcanza su mayor contenido a los
tres dias de comenzar el proceso infeccioso, por lo cual, los autores consideran que cumple
con los requisitos para ser considerada como una fitoalexina. De acuerdo con Ahuja et al.
(2011) una fitoalexina es un compuesto de bajo pesos molecular, con actividad
antimicrobiana, y sintetizado de novo después del inducirse el estrés por parte de un
patdgeno, sin embargo, en frutos de C. chinense de plantas no infectadas este compuesto ya
se encuentra presente, y su acumulacién, es decir, el incremento del 70.63% con respecto al
contenido en plantas no infectadas aumenta durante la infeccion con P. ultimum, por lo que,
aparentemente N-caffeoyl putrescina no es un compuesto de sintesis de novo en C. chinense

frente al estrés producido por P. ultimum.

En relacién con la acumulacion de algunos flavonoides como derivados de apigenina (7, 15)
y derivado de luteolina o chrysoeriol (27), se ha observado que son capaces de impedir la
germinacion de esporas. Du et al. (2010) han reportado en sorgo la acumulacion de
flavonoides, principalmente apigenina y luteolina, los cuales son capaces de inhibir la

germinacion de esporas de C. sublineolum, por otro lado, Mikulic-Petkovsek et al. (2013),
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reportaron la distribucion y acumulacion de diversos flavonoides como derivados de
luteolina, apigenina, quercetina y chrysoeriol en frutos de C. annuum Var. Bagoly y
Soroksari, y sus resultados mostraron que existe una mayor acumulacién de estos compuestos
en los alrededores del sitio de infeccion, y un menor contenido en el area infectada, por lo
que, se sugieren que la principal funcion de estos compuestos es la formacion de una barrera

mecanica que impida que el patégeno continle colonizando los tejidos vegetales.

En plantulas de H. vulgare se ha demostrado que la infeccion producida por P. ultimum
estimula la acumulaciéon de acido ferulico, acido p-cumarico y acido vanilico en sitios
cercanos a la infeccion como parte de una respuesta sistematica (Jousset et al., 2011), lo que
puede explicar la acumulacion de derivados de &cido vanilico (1) y derivados de acido

ferulico en fruto de plantas C. chinense infectadas en la raiz.

Los resultados sugieren que tras un proceso de sefializacion durante la interaccién de la raiz
de C. chinense con el patégeno P. ultimum se llevo a cabo la induccion sistematica en frutos
para la acumulacién de metabolitos secundarios como los compuestos fenolicos que cumplen
diversas funciones en el mecanismo de defensa. Se sugiere que la sefializacion puede estar
mediada por ROS, debido a que es la reaccién del mecanismo de defensa mas temprana en
ser activada, esto incluye la formacion de H202 y NO, las cuales son moléculas altamente
reactivas, y pueden producir dafio en los lipidos, proteinas, pigmentos y acidos nucleicos, lo
que resultaen la PCD, y también existen evidencias de que ROS como el H202 son moléculas
de sefializacion, e inducen la expresion de genes relacionados con el mecanismo de defensa,
como el involucrado en la codificacion de la PAL (Lamb y Dixon, 1997; Desikan et al., 1998;
Arreola-Cortes et al., 2007), lo que explicaria una mayor acumulacion de EPs en frutos de

plantas infectadas. En general, los resultados sugieren la acumulacion de EPs en frutos como
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parte del mecanismo de SAR, tras la infeccion local producida por P. ultimum en la raices de

plantas de C. chinense donde la acumulacién de NEPs es parte de la HR.

Tabla 3.6. Analisis mediante UPLC-PDA-ESI-MS del perfil de EPs en fruto de plantas de
C. chinense infectadas y no infectadas con P. ultimum

. —
Ndmero TR Identificacion Tentativa Infectado No infectado Valor-P* A) reduccion o
(min) incremento
1 7.23 Derivado de &cido 11,542 + 985 7,937 + 2440 0.0035* +45.43
vanilico
3 7.84 N-caffeoyl putrescina 23,757 + 8322 13,923 + 630° 0.0001* +70.63
4 8.23 Derivado de &cido 19,413 + 933 17,677 + 1,508 0.1653 +9.82
vanilico
5 g7g /wcidoprotocatechuico 14,639 + 683° 8,189 + 370° 0.0001* + 7877
hexosido
7 8.90 Derivado de apigenina 7,531 + 4542 4,848 + 149° 0.0006* +55.34
8 9.01 Derivado &cido 11,676 + 561° 8,901 + 679° 0.0055* +31.16
clorogénico o ferulico
11 9.12 Derivado de apigenina 6,569 + 333° 10,019 + 320° 0.0002* -34.43
15 9.36 Derivado de apigenina 6,239 + 405% 3,387 + 195° 0.0004* +84.21
27 11p ~ Derivado de luteolinao 5,303 + 453" 3,037 + 111° 0.0011* +74.59

chrysoeriol

**indica diferencia significativa con un valor P<0.01
*indica diferencia significativa con un valor P<0.05

En la Tabla 3.7 se observa el area total de los cromatogramas de extractos de NEPs de raiz,

tallo y hoja de plantulas de C. chinense infectadas y no infectadas con P. ultimum. En raiz se

obtuvo un area de 48,321 + 4,895 y 48,915 + 1,697 uV*sec, en tallo fue de 33,352 + 3,313 y

29,303 + 2,052 pV*sec, y en hoja fue de 58,243 £+ 4,760 y 57,717 + 3,297 puV*sec en

plantulas infectadas y no infectadas respectivamente. De manera general, no se observaron

diferencias significativas entre las areas integradas para el tratamiento infectado y no

infectado en los tejidos estudiados (Anexo 8).
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Tabla 3 7. Analisis mediante UPLC-PDA de NEPs en raiz, tallo y hojas de plantulas de C.
chinense infectadas y no infectadas con P. ultimum.

Tejido/Tratamiento Infectados No Infectados
Raiz 48,321 + 4,895? 48,915 + 1,607°
Tallo 33,352 + 3,313 29,303 + 2,0522
Hoja 58,243 + 4,760? 57,717 + 3,2972

* Letras diferentes indican diferencias significativas

En la Tabla 3.8 se presentan los NEPs de extractos de raiz, tallo y hoja de plantulas de C.
chinense infectadas y no infectadas con P. ultimum. La numeracion se presenta de acuerdo
con la identificacion propuesta de NEPs mostrada en la Tabla 2.3 del segundo capitulo. En
hoja y tallo se observo la presencia tentativa de derivados de acidos hidroxicindmicos como
acido cumarico, &cido ferulico y acido clorogénico (Tabla 3.8; Nimero: 23, 24 y 30) en
ambos tratamientos. No se observaron diferencias significativas en la presencia de estos

compuestos entre plantulas infectadas y no infectadas.

En raiz se observd la presencia de derivados de acido cumarico, acido feralico y acido
clorogénico (Tabla 3.8; Numero: 23, 24, 30 y 34). El anélisis estadistico indicé que no
existen diferencias significativas en la presencia de estos compuestos entre plantulas
infectadas y no infectadas. También se detecto la presencia de N-feruloyl tiramida, la cual se
encontr presente en raiz de plantulas no infectadas, pero ausente en raiz de plantulas
infectadas. La ausencia de este compuesto en raiz durante la infeccion sugiere la posible
oxidacion N-feruloyl tiramida como mecanismo de defensa que permite el fortalecimiento
de la pared celular vegetal durante el proceso de infeccion, y también su accion como
compuesto inhibitorio del crecimiento de P. ultimum (Novo et al., 2017). En tabaco (N.
tabacum) las poliamidas tienen una funcion importante en el entrecruzamiento en la pared
celular, pero no estan implicadas las fenol amidas en este proceso. Ademas, se ha sugerido
que las fenol amidas son sustratos preferenciales de algunas amino oxidasas y peroxidasas,
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y que se encuentran involucradas en la generacion de ROS en el apoplasto, y en los procesos

de polimerizacion en la pared celular dependientes de H.O> (Bassard et al., 2010).

Tabla 3 8. Analisis mediante UPLC-PDA-ESI-MS del perfil de NEPs en raiz, tallo y hoja de
plantulas de C. chinense infectadas y no infectadas con P. ultimum.

, TR e, . . % de reduccion o
Numero . Identificacién Tentativa Infectado No infectado Valor-P* ? .
(min) incremento

Hoja

24 1050 Derivado de 4cido 889 + 83° 941 + 67° 05276 -552
ferulico o clorogénico

30 1113 Derivado de 4cido 506 + 428 556 + 470 0.2342 -9.12
ferulico o clorogénico

Tallo
23 9.78 Derivado de acido 273+ 16° 240 + 13° 0.0506 +13.76
cumarico
24 10.48 Derivado de acido 2,379 + 1470 2,331 +232° 0.0662 +2.10

fertlico o clorogénico

30 11.10 Derivado de acido 806 + 51° 795 + 36° 0.7734 +1.38
fertlico o clorogénico

Raiz
23 9.77 Derivado de acido 891 + 81° 1,090 + 94° 0.0498* -18.26
cumarico
24 10.43 Derivado de acido 1,146 + 109° 1,292 +112° 0.1809 -11.32

fertlico o clorogénico

30 11.07 Derivado de dcido 1,293 + 107° 1,504 + 103° 0.0697 -14.03
ferdlico o clorogénico

34 1175 Derivado de acido 979 + 65° 956 + 72° 0.7075 +2.38
ferulico

41 25.07 N-feruloyl tiramida ND 1,641 + 137¢ 0.0000** “)

**indica diferencia significativa con un valor P<0.01
*indica diferencia significativa con un valor P<0.05
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3.3.4. Mecanismo de defensa propuestos para C. chinense frente a la interaccion con el
oomiceto fitopatdgeno P. ultimum

En funcion a la informacién obtenida acerca del cambio de compuestos fenolicos en C.

chinense en interaccion con P. ultimum se realizan las siguientes sugerencias:

En la Figura 3.6 se muestra el mecanismo de defensa propuesto en plantulas de C. chinense
frente a la interaccion con P. ultimum. Se propone la posible acumulacién de ROS, que en
conjunto con los EPs como co-sustrato son oxidados por POD. Esto permitiria su
incorporacion y polimerizacion en estructuras de la pared celular en la raiz infectada como
parte de la respuesta local. La acumulacion de NEPs puede tratarse de un componente de la
respuesta hipersensible HR que se caracteriza por la PCD con el propdésito de evitar la

colonizacion de otros tejidos, y la perdida de agua durante la infeccion.
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Infeccioén producida por
P. ultimum

« Respuesta Local: Respuesta Hipersensible (HR)

Incremento del contenido de compuestos
fendlicos no solubles (NEPs)

Acumulacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) @
Figura 3. 6. Mecanismo de defensa en raices de plantulas de C. chinense frente a la
interaccion con el oomiceto fitopatogeno P. ultimum. La acumulacion de NEPs en estructuras

de la pared celular forma parte de HR en el sitio local de la infeccion. También se propone la
posible acumulacién de ROS que en conjunto con los EPs son sustrato de POD.

En la Figura 3.7 se muestra el posible mecanismo de defensa inducido en fruto de plantas
infectadas en la raiz con P. ultimum. Se propone la posible sefializacion desde la raiz mediada
por ROS que induce el mecanismo de SAR en fruto, esto a traves de la activacion de los
genes responsables de la codificacion de la PAL que permitiria la sintesis y acumulacion de
diversos EPs, entre los cuales se encuentra principalmente la N-caffeoyl putrescina,

derivados de apigenina, luteolina, y diversos acidos hidroxicinamicos. De acuerdo, a los
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resultados presentados en este trabajo, el principal compuesto acumulado en fruto durante la
interaccion en la raiz de plantas de C. chinense con P. ultimum fue N-caffeoyl putrescina,
cuya accion propuesta en el mecanismo defensa es el reforzamiento de la pared celular para

evitar la progresion de la infeccién en fruto.

Senalizacion desde el
sitio local de la infecciéon de la codificacion de fenilalanina

Activacion de genes responsables @
amonio liasa (PAL)

Especies reactivas
de oxigeno (ROS)

Acumulacion de compuestos
fendlicos solubles (EPs)

Compuestos fendlicos acumulados:

Resistencia sistematica g'C?ﬁedoy' gu”eS.Ci”% uteol
adquirida (SAR) erivados de apigenina y luteolina
+ Derivados de acidos hidroxicinamicos

Figura 3. 7. El mecanismo de SAR es inducido en fruto de plantas de C. chinense frente a la interaccion en raiz con
el oomiceto fitopatdgeno P. ultimum. Se propone la sefializacion mediada por ROS desde el sitio local de la infeccidn,
lo que produce la activacion de genes responsables de la codificacion de la PAL y permite la acumulacién de EPs
como N-caffeoyl putrescina, derivados de apigenina, luteolina y &cidos hidroxicinamicos.

131



En la Figura 3.8 se muestra un esquema que propone la posible accion de N-caffeoyl
putrescina en el mecanismo de defensa frente al ataque de P. ultimum. EIl presente trabajo

demostro la acumulacién de este compuesto en frutos como parte del mecanismo de SAR.

Se sugiere que un posible mecanismo de defensa durante el ataque de P. ultimum en frutos
implica la produccion de un alto contenido de ROS en el sitio de infeccion, y la posterior
liberacion de N-caffeoyl putrescina desde las vacuolas celulares para ser empleado como co-

sustrato de peroxidasas distribuidas en la pared celular primaria.

Esto permitiria la catalisis de ROS como H:0, y la oxidacion de N-caffeoyl putrescina, la
cual puede ser dividida en dos subunidades, la putrescina y el caffeoyl (acido cafeico), los
cuales son sustratos para la formacion de un dominio polialifatico y poliaromatico
respectivamente durante la suberizacion. De acuerdo con Graca (2015) se han propuesto
algunos modelos para la estructuracion de estos dominios entre las células vegetales en la

lamilla media.

La formacion de estos dominios estructurales sucede en la lamilla media y compuesta,
ubicada entre las paredes celulares de dos células vegetales adyacentes, tal como se presenta
en la Figura 3.9. La suberizacion permite mejorar la cohesion entre las células vegetales,
reducir la permeabilidad en los tejidos vegetales, y evita la progresion de la infeccion
producida por patégenos como P. ultimum a traves de la formacion de barreras fisicas en la

pared celular (Bernards et al., 1999; Graca, 2015)
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Figura 3. 8. Mecanismo de accidn propuesto para N-caffeoyl putrescina frente a la infeccion de P. ultimum. En el
sitio de infeccidn producida por P. ultimum el compuesto N-caffeoyl putrescina es catalizado en dos subunidades
(putrescina y &cido cafeico) por peroxidasas encontradas en la pared celular primaria, estas subunidades son
utilizadas como sustrato para la formacién de un dominio polialifatico y poliaromatico durante la suberizacion.
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Figura 3. 9. Sitio de formacién del dominio polialifatico y poliaromatico durante la suberizacion. La
formacion de ambos dominios se produce en la lamilla media y compuesta ubicada entre las paredes
celulares de dos células adyacentes.
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3.4.CONCLUSIONES

En pléntulas de C. chinense no se observaron cambios en el contenido EPs en los diferentes
tejidos estudiados, sin embargo, se observd de acuerdo al CFT una mayor acumulacion de
NEPs en raices infectadas (15.70 £ 1.74 mg EAG/g BS) que no infectadas (8.04 + 1.25 mg
EAG/g BS), lo que sugiere su acumulacion en las estructuras de la pared celular como parte
de la HR, y permite reducir la permeabilidad de la pared celular, evitar la pérdida de agua y
la progresion de la infeccion. El contenido de EPs fue mayor en frutos de plantas infectadas
(26.10 +£1.26 mg EAG/g BS) que en frutos de plantas no infectadas (21.61 £1.12 mg EAG/g
BS). Mientras, que el contenido de NEPs fue menor en frutos de plantas infectadas (5.46 +
0.28 mg EAG/g BS), que, en frutos de plantas no infectadas (11.74 + 0.21 mg EAG/g BS).
Lo anterior sugiere la induccion en la acumulacion de compuestos fendlicos solubles EPs

como parte del mecanismo de SAR en frutos.

Se observo la acumulacién significativa de N-caffeoyl putrescina, derivados de apigenina,
luteolina, y acidos hidroxicinamicos en frutos de C. chinense en respuesta a la infeccion
producida en raices por P. ultimum. Se sugiere que la induccion en la acumulacion que N-
caffeoyl putrescina puede ser el principal mecanismo de defensa en frutos. EI mecanismo de
accion propuesto para este compuesto es la suberizacion, en la cual se lleva a cabo la
formacion de dos dominios, uno polialifatico y otro poliaromatico (formados a partir de la
subunidad putrescina y caffeoyl respectivamente) en la lamilla media y compuesta, ubicada
entre las paredes celulares de las células vegetales adyacentes. Se sugiere que este mecanismo
permite reducir la permeabilidad en los tejidos celulares, mejorar la cohesion entre la células
vegetales, y evitan la progresion de la infeccion en frutos en caso de ser atacados por

patogenos como P. ultimum.
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CONCLUSIONES GENERALES

La evaluacidn en la extraccion de compuestos fenolicos permitio caracterizar el contenido de
EPs y NEPs, asi como conocer su distribucion en diferentes tejidos de C. chinense. AUn mas
importante, se determino el efecto del solvente de extraccion sobre el CFT, lo anterior para
proporcionar informacion (til para establecer la seleccion del solvente adecuado a emplear
en protocolos de extraccion de compuestos fendlicos en C. chinense. Por otra parte, el empleo
de UPLC-PDA-ESI-MS demostro ser una herramienta uatil en la caracterizacion e

identificacion de EPs y NEPs en extractos crudos de diferentes tejidos de C. chinense.

En conjunto, el protocolo de extraccion y UPLC-PDA-ESI-MS conformaron herramientas
utiles para el estudio de cambio en el contenido y perfil de compuestos fendlicos frente a

alteraciones en el medio ambiente.

El desarrollo del protocolo de extraccién, y el empleo de UPLC-PDA-ESI-MS permitieron
conocer los principales cambios de EPs y NEPs durante la infeccion local en raices de
plantulas y plantas de C. chinense. La respuesta en el sitio de infeccion se caracteriz6 por la
acumulacion de NEPs mientras que la respuesta sistematica por la acumulacion de EPs. Por
primera vez, se reporta la acumulaciéon de EPs como N-caffeyol putrescina en frutos como
parte de la respuesta sistematica cuando la infeccidn es originada en las raices de plantas de

C. chinense.
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PERSPECTIVAS Y RECOMENDACIONES

El analisis mediante UPLC-PDA-ESI-MS es una herramienta que puede ser empleada para
evaluar el cambio de compuestos fenolicos frente a diversos factores de estrés bidtico y
abiodtico en el medio ambiente, e incluso puede ser utilizada como una herramienta de
diagnostico y monitoreo en cultivos comerciales como C. chinense, sin embargo, primero se
recomienda realizar una serie de estudios exhaustivos que permitan correlacionar el cambio
especifico en el perfil de compuestos fenolicos frente a otro tipo de alteraciones

medioambientales.

El analisis de EPs y NEPs permite realizar sugerencias acerca de la significancia de los
compuestos fendlicos en el mecanismo de defensa de C. chinense, por lo que, es requerido
correlacionar esta informacién con la actividad de diferentes enzimas como POD, PAL y
PPO, asi como el contenido ROS durante la infeccion producida por P. ultimum para poder
realizar una discusion mas concluyente. Ademas, es recomendable evaluar el efecto de los
diferentes compuestos fendlicos acumulados en C. chinense durante la infeccion para
corroborar si estos tienen algun efecto inhibitorio sobre el crecimiento y desarrollo de P.

ultimum.
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ANEXOS

1. Esquematizacion del sistema de extraccion convencional
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3. Analisis estadisticos de la extraccion de compuestos fenolicos solubles (EPS)

ANOVA multifactorial (EPs-Hoja) (Figura 1.1)

Anadlisis de Varianza - Suma de Cuadrados Tipo 111

Fuente Suma de Cuadrados
EFECTOS PRINCIPALES
A: Solvente de extraccion 3686.61

B: Método de extraccion 25.4005
INTERACCIONES

AB 161.167
RESIDUOS 139.578
TOTAL (CORREGIDO) 4012.17

Gl

9
1

9
58
77

Cuadrado Medio

409.623
25.4005

17.9075
2.40651

Anélisis de Componentes de Varianza (EPs-Hoja)

Andlisis de Varianza para CFT (Hoja)

Fuente Suma de Cuadrados
TOTAL (CORREGIDO) 4012.17
Solvente de extraccion 3686.61
Método de extraccion 185.988
ERROR 139.578

Gl
77
9

10
58

ANOVA multifactorial (EPs-Tallo) (Figura 1.2)

Cuadrado Medio

409.623
18.5988
2.40651

Razon-F

170.21
10.55

7.44

Comp. Var.

50.1656
4.15186
2.40651

Anadlisis de Varianza para CFT - Suma de Cuadrados Tipo I11

Fuente Suma de Cuadrados
EFECTOS PRINCIPALES

A:Solvente (Tallo) 367.247

B:Método (Tallo) 14.7187
INTERACCIONES

AB 5.0214

RESIDUOS 66.7821

TOTAL (CORREGIDO) 453.769

Gl

5
1

5
36
47

Cuadrado Medio

73.4494
14.7187

1.00428
1.85506

Razon-F

39.59
7.93

0.54

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Anélisis de Componentes de Varianza (EPs-Tallo)

Andlisis de Varianza para CFT (Tallo)

Fuente Suma de Cuadrados
TOTAL (CORREGIDO) 453.769
Solvente de extraccion 367.247
Método de extraccion 19.7401
ERROR 66.7821

Gl
47
5
6
36

ANOVA multifactorial (EPs-Raiz) (Figura 1.2)

Analisis de Varianza - Suma de Cuadrados Tipo |11

Fuente Suma de Cuadrados
EFECTOS PRINCIPALES
A:Solvente de extraccion 27.5484

B:Método de extraccion 68.9604
INTERACCIONES

AB 3.52533
RESIDUOS 44,769
TOTAL (CORREGIDO) 155.655

Gl

5
1

5
36
47

Cuadrado Medio
73.4494

3.29001
1.85506

Cuadrado Medio

5.50967
68.9604

0.705067
1.24358

Comp. Var.
8.76992

0.358739
1.85506

Razon-F

4.43
55.45

0.57

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Valor-P

0.0000
0.0019

0.0000

Porciento
88.44

7.32
4.24

Valor-P

0.0000
0.0078

0.7436

Porciento
79.84

3.27
16.89

Valor-P

0.0030
0.0000

0.7246
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Anélisis de Componentes de Varianza (EPs-Raiz)

Andlisis de Varianza para CFT (Raiz)

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio
TOTAL (CORREGIDO) 155.655 47

Solvente de extraccion 36.3834 5 7.27668

Método de extraccion 74.5029 6 12.4171

ERROR 44.769 36 1.24358

ANOVA simple (EPs-Fruto) (Figura 1.3)

Tabla ANOVA para CFT (Fruto)

Fuente Suma de Cuadrados Gl  Cuadrado Medio  Razén-F
Entre grupos  5620.41 9 624.49 263.74
Intra grupos 118.392 50 2.36784

Total (Corr.)  5738.8 59

Comp. Var.

0.0
2.85688
1.24358

Porciento

0.00
69.67
30.33

Valor-P
0.0000
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4. Analisis estadisticos de la extraccion de compuestos fenolicos no solubles (NEPS)

ANOVA multifactorial (NEPs-Hoja) (Figura 1.5)

Anadlisis de Varianza - Suma de Cuadrados Tipo |11

Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio

Fuente

EFECTOS PRINCIPALES

A:Tipo de solvente 1.74901
B:Tipo de extraccion 26.1888
INTERACCIONES

AB 3.03631
RESIDUOS 11.5671
TOTAL (CORREGIDO) 42.5412

Gréfico de interacciones (NEPs-Hoja)

CFT (NEPs)

14.6

136

12.6

11.6

106

9.6

8.6

1 1.74901
1 26.1888
1 3.03631
12 0.963927
15

Razon-F

1.81
27.17

3.15

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Interacciones y 95.0% de Tukey HSD

Valor-P

0.2029
0.0002

0.1013

Tipo de extracciéon

—_—a

——

EA
EB

SA

Tipo de solvente

SO
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ANOVA multifactorial (NEPs-Tallo) (Figura 1.5)

Andlisis de Varianza - Suma de Cuadrados Tipo 111
Suma de Cuadrados Gl  Cuadrado Medio  Razén-F

Fuente

EFECTOS PRINCIPALES

A:Tipo de solvente 0.4356
B:Tipo de extraccion 14,5161
INTERACCIONES

AB 0.403225
RESIDUOS 2.45765
TOTAL (CORREGIDO) 17.8126

Graéfico de interacciones (NEPs-Tallo)

CFT (NEPs)

131

121

111

101

9.1

1 0.4356

1 14.5161
1 0.403225
12 0.204804
15

2.13
70.88

1.97

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Interacciones y 95.0% de Tukey HSD

Valor-P

0.1704
0.0000

0.1859

Tipo de extraccion

—— EA
—<— EB

Tipo de solvente
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ANOVA multifactorial (NEPs-Raiz) (Figura 1.5)

Fuente

Andlisis de Varianza - Suma de Cuadrados Tipo 111
Suma de Cuadrados Gl  Cuadrado Medio  Razén-F

EFECTOS PRINCIPALES

A:Tipo de solvente 7.82601
B:Tipo de extraccion 43.3293
INTERACCIONES

AB 99.4508
RESIDUOS 18.0127
TOTAL (CORREGIDO) 168.619

1 7.82601
1 43.3293
1 99.4508
12 1.50106
15

521
28.87

66.25

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Graéfico de interacciones (NEPs-Raiz)

CFT (NEPs)

23

21

19

17

15

13

11

Interacciones y 95.0% de Tukey HSD

Valor-P

0.0414
0.0002

0.0000

Tipo de extraccion

—— EA
—— EB

SA

Tipo de solvente
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5. Estructura y mecanismo de fragmentacion propuesto para compuestos fenolicos
identificados en Capsicum chinense

N - caffeyol putrescina

Masa monoisotopica: 2501317 Da
Formmula Moleculan Cy:H =M :0-
hars 194, 213, 293, 312

M +H-17 MH:)]" (CazHi:MD0z) miz 234
an i mmmas mamen e an manan manmn manmn s meme

F
H

HN _ OH
miz 163 (CoHaNOz) M- H - 38
B T -~
[M -178] " (CsHcM ) miz 72 n
M = 2H - 184] 7 (CaHisN) MUz Y seeroreeecersiornsts

N - ferulyol tiramida

Masa monoisotopica: 314.1342 Da
Formmula Molecular CeHNO 2
Borays 194, 212, 286, 320

miz 145 (CaHs=0:) [M +2H - 168~
HO

miz 177 (CioH-02) M +H -137] | o

¥ miz 117 (C=HO}[M = 2H - 194"
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Luteolin -7 -0 - glucoside

Monoisotopic Mass: 2422 1005 Da
Molecular Formmula: C:Hz04

M +2H -163]" (C,H,,0:) 287 miz
[M-H-183]" (Ci:H:D:) 284 miz I
M -183]" (Cy:H.0:} 285 miz .

OH
HO
o
OH
HO*""
oH o
Luteolin -7 -0 - (2- O apiosyl) hexoside
Monoisotopic Mass: 5201428 0a
Molecular Formula: CzeHz=04-
.-"T
M +2H -289" (C:H.0:) 287 miz
) OH
HO
Q
OH
HO "™
Q
”
— —

Arcid hydrolysis
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Apigenin - 7 - O - hexoside

Monoisotopic Mass: 4221055 Da
Molecular Formmula: CzHz04:

[M-H-183mig" (C-H:0:) 268 miz

S
¥l miz (CyzHy0:) [M + H - 183 mizg]

Apigenin - 7 -0 - (2 - apiosyl) hexoside

Monoizotopic Mass 5521472 Da
Molecular Formmula: CacHz:0 .

OH

Acid hydmolysis
[5594.1584 Da - pentose]
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Diosmetin -7 -0 - hexoside

Monoisotopic Mass: 4521182 0a
Maolecular Formula: CoH..0,,

301 Miz (C1cH1i0:) M+ 2H - 163]°
297 miz (CH-0.) [M-2H - 163

445 1119 miz(CzH 2044} [M-H-15 (CHa]"

H
[ J—

HO

CH-

283 miz (C H,0:) M - 178 (hexoside)]
M +2H -17(0H)- 182] (CH,-0:) 255 miz

Diosmetin -7 -0 (2 - O -apiosyl) hexoside

Monoisotopic Mass: 5524158403
Molecular Forrmula: C..H-.0,-

HO

CHs

Acid medrobysis
OH -~ [5%. 15534 Da - pentose]
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Luteolin

Monoisotopic Mass: 225 0477 Da
Molecular Formmuka: Ci-H 0

TR 133z (CaH-0:) [M-H-152 miz"

147 miz (CoH-O:0 [M+2H -17[0H ) -124]7

Luteolin-7-0-(2 -0 - apiosyl -6 -0 -malonyl) - glucoside

Monoisotopic Mass: §55.1432Da
Molecular Fommula: CzeH=004:

Acid hydmolysis
[6565.1432 D'a - Hexose - Pentose - Malony]

oOH
0 o

HO Mo

OH

Y
[M-H-44{CO07]" (CzHz=04) 621 miz
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Apigenin

Monoisotopic Mass: 2700528 0a
Molecular Formmuka: C-H 0.

o 246 MIZ (Cy=H4d0=) [M+2H -8 (CH)™

OH

HO

OH O A 117 miz (CH.0)[M-H- 152 miz"

Apigenin -7 -0 - (6"malonyl - apiosyl - glucoside)

Monoisotopic Mass 6501422 Da
Molecular Fommula: CzH:-04
Acid hydrolysis
[650.1483 Da - H=xo=e - Pentose - Malonyl]

., HOY
HO OH

OH OH o
% 605miz (CaHz04c) [M -H -44(COOY"
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Chysoeriol

Monoisotopic Mass: 3000333 Ds
Molecular Fermula: C, H.,.0. .

Chysoeriol -7 - O - (6"malonyl - apiosyl - glucoside)

Monoisotopic Mass: 80,1588 Da
Maolecular Fermula: T, H, O,

(CuHagOe) [M-H- 44 {COON]"

OH

Acid hydrchs s
|S80 1588 Da - Heoose- Pentose- Malony]
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6. Analisis estadistico del efecto el solvente de extraccion sobre el contenido de los

principales fenolicos solubles (EPs) en Capsicum chinense

A: N-caffeyol putrescina

Tabla ANOVA
Fuente
Entre grupos
Intra grupos
Total (Corr.)

Suma de Cuadrados
45786.2
169.546
45955.7

B: Acido clorogénico

Tabla ANOVA
Fuente
Entre grupos
Intra grupos
Total (Corr.)

Suma de Cuadrados
52966.9
169.546
53136.5

C: Lycoperodine 1

Tabla ANOVA
Fuente
Entre grupos
Intra grupos
Total (Corr.)

Suma de Cuadrados
40832.2
169.546
41001.8

Gl

20
29

Gl

20
29

Gl
9

20
29

D: Apigenina-6,8-di-C-hexosido

Tabla ANOVA
Fuente
Entre grupos
Intra grupos
Total (Corr.)

E: Acido vanilico-4-B-O-glucésido

Tabla ANOVA
Fuente
Entre grupos
Intra grupos
Total (Corr.)

Suma de Cuadrados
45769.9
169.546
45939.5

Suma de Cuadrados
48639.3
169.546
48808.8

Gl
9

20
29

Gl
9

20
29

F: Phloretin-5,6-di-C-hexosido

Tabla ANOVA
Fuente
Entre grupos
Intra grupos
Total (Corr.)

Suma de Cuadrados
50811.6
169.546
50981.2

Gl
9

20
29

Cuadrado Medio
5087.35
8.47728

Cuadrado Medio
5885.22
8.47728

Cuadrado Medio
4536.91
8.47728

Cuadrado Medio
5085.55
8.47728

Cuadrado Medio
5404.36
8.47728

Cuadrado Medio
5645.74
8.47728

G: Luteolina-7-O-(2-apiosil) hexosido

Tabla ANOVA
Fuente
Entre grupos
Intra grupos
Total (Corr.)

Suma de Cuadrados
52167.7
145.325
52313.0

Gl
9

20
29

Cuadrado Medio
5796.41
7.26624

Razon-F
600.12

Razon-F
694.23

Razon-F
535.18

Razon-F
599.90

Razon-F
637.51

Razon-F
665.98

Razéon-F
797.72

Valor-P
0.0000

Valor-P
0.0000

Valor-P
0.0000

Valor-P
0.0000

Valor-P
0.0000

Valor-P
0.0000

Valor-P
0.0000
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H: Apigenina-7-O-(2-apiosil) hexosido
Tabla ANOVA

Fuente Suma de Cuadrados Gl  Cuadrado Medio
Entre grupos  54342.8 9 6038.09

Intra grupos 121.104 20 6.0552

Total (Corr.)  54463.9 29

I: Diosmetina-7-O-(2-apiosil) hexosido
Tabla ANOVA

Fuente Suma de Cuadrados Gl  Cuadrado Medio
Entre grupos  55062.9 9 6118.1

Intra grupos 121.104 20 6.0552

Total (Corr.)  55184.0 29

J: Luteolina-7-O-(2-apiosil-6-malonil) hexosido
Tabla ANOVA

Fuente Suma de Cuadrados Gl  Cuadrado Medio
Entre grupos ~ 55047.6 9 6116.39

Intra grupos 121.104 20  6.0552

Total (Corr.)  55168.7 29

K: Apigenina-7-O-(6-malonil-apiosil) hexosido
Tabla ANOVA

Fuente Suma de Cuadrados Gl  Cuadrado Medio
Entre grupos  52412.6 9 5823.62

Intra grupos 96.8832 20 4.84416

Total (Corr.)  52509.5 29

L: Chrysoeriol-7-O-(6-malonil-apiosil) hexosido
Tabla ANOVA

Fuente Suma de Cuadrados Gl  Cuadrado Medio
Entre grupos  57877.8 9 6430.87

Intra grupos 96.8832 20 4.84416

Total (Corr.)  57974.7 29

Razon-F
997.17

Razon-F
1010.39

Razon-F
1010.11

Razon-F
1202.19

Razon-F
1327.55

Valor-P
0.0000

Valor-P
0.0000

Valor-P
0.0000

Valor-P
0.0000

Valor-P
0.0000
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7. ANOVA simple y ANOVA multifactorial empleado para evaluar el efecto de los
diferentes tratamientos empleados sobre la extraccion de compuestos fendlicos no
solubles (NEPs) identificados por UPLC- PDA-ESI-MS.

Compuesto* ANOVA Tratamiento A: Tipo de extraccién B: Tipo de solvente C: Tejido © Interacciones
Simple?  (AM, AA, BM, BA) P (EA,EB) © (SO, SA) © significativas (p<0.05) @

1 0.0000 0.0000 0.0014 0.0000 0.4546 AB, BC, ABC
2 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 AB, AC, BC, ABC
3 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 AB, AC, BC, ABC
4 0.0000 0.0060 0.0000 0.0016 0.0000 AB, AC, BC, ABC
5 0.0000 0.0827 0.0011 0.9341 0.0002 AC, ABC
6 0.0000 0.0183 0.0000 0.0000 0.0000 AB, AC, BC, ABC
7 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 AB, AC, BC, ABC
8 0.0000 0.0042 0.0000 0.0000 0.0000 AB, AC, BC, ABC
9 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 AB, AC, BC, ABC
10 0.0000 0.0028 0.0000 0.0000 0.0000 AB, AC, BC, ABC
11 0.0000 0.0027 0.0000 0.0000 0.0000 AB, AC, BC, ABC
12 0.0000 0.0153 0.0000 0.0000 0.0000 AB, AC, BC, ABC
13 0.0000 0.0029 0.0000 0.0000 0.0000 AB, AC, BC, ABC
14 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 AB, AC, BC, ABC
15 0.0000 0.0030 0.0000 0.0000 0.0000 AB, AC, BC, ABC
16 0.0000 0.0102 0.0000 0.0000 0.0000 AB, AC, BC, ABC
17 0.0000 0.0104 0.0319 0.0319 0.1516 AB
18 0.0000 0.0027 0.0000 0.0000 0.0000 AB, AC, BC, ABC
19 0.0000 0.0004 0.0000 0.3348 0.0000 AC, BC, ABC
20 0.0000 0.1796 0.0000 0.0303 0.0000 AC, BC
21 0.0096 0.0007 0.0000 0.2204 0.0000 AC, BC, ABC
22 0.0000 0.0031 0.0000 0.0000 0.0000 AB, AC, BC, ABC
23 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 AB, AC, BC, ABC
24 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0015 AB, AC, BC, ABC
25 0.0000 0.0030 0.0000 0.0000 0.0000 AB, AC, BC, ABC
26 0.0000 0.0070 0.0000 0.0000 0.0000 AB, AC, BC, ABC
27 0.0000 0.0029 0.0000 0.0000 0.0000 AB, AC, BC, ABC
28 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 AB, AC, BC, ABC
29 0.0000 0.0028 0.0000 0.0000 0.0000 AB, AC, BC, ABC
30 0.0000 0.0062 0.0000 0.0000 0.0000 AB, AC, BC, ABC
31 0.0000 0.0154 0.0000 0.0005 0.0000 AB, AC, BC, ABC
32 0.0000 0.0028 0.0000 0.0000 0.0000 AB, AC, BC, ABC
33 0.0000 0.0009 0.0000 0.0000 0.0000 AB, AC, BC, ABC
34 0.0000 0.0032 0.0000 0.0000 0.0000 AB, AC, BC, ABC
35 0.0000 0.0064 0.0000 0.0000 0.0000 AB, AC, BC, ABC
36 0.0000 0.0010 0.0000 0.0009 0.0000 AB, AC, BC, ABC
37 0.0000 0.0021 0.0000 0.0000 0.0000 AB, AC, BC, ABC
38 0.0000 0.8194 0.0088 0.0043 0.0000 AB, AC, BC, ABC
39 0.0000 0.0137 0.0000 0.1757 0.0000 AC, BC, ABC
40 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 AB, AC, BC, ABC
41 0.0000 0.0229 0.0000 0.0766 0.0000 AC, BC, ABC
42 0.0000 0.0000 0.0000 0.0046 0.0000 AB, AC, BC, ABC

2 ANOVA simple: Andlisis de contenido de los diferentes por compuestos identificado en los diferentes tejidos
de C. chinense (raiz, tallo y hoja) empleando diferentes tratamientos de extraccion (*Tabla 2.5), y enlistados de
acuerdo a la identificacién presentada en la Tabla 2.3 y Tabla 2.4.

® ANOVA simple: Andlisis del efecto por tratamiento (AM, AA, BM, AA mostrados en la Tabla 1.2) sobre el
contenido de cada compuesto identificado

¢ ANOVA multifactorial; Factor A: Efecto del tipo de extraccion por compuesto (EA: extraccion acida, EB:
extraccién alcalina). Factor B: Efecto del tipo de solventes (SO: solvente organico, SA: solvente acuoso). Factor
C: Efecto del tejido analizado (raiz, tallo, hoja). ¢ Interaccion entre los factores A, B, y C (se muestran las dobles
y triples interacciones)

*Valor p<0.05 indica diferencias significativas en los analisis presentados.
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8. ANOVA del efecto de la infeccion producida por Pythium ultimum sobre el
contenido de compuestos fendlicos solubles y no solubles en Capsicum chinense

ANOVA simple (EPs en plantulas infectadas y no infectadas - Figura 3.2)

Tabla ANOVA
Fuente Suma de Cuadrados
Entre grupos  2620.98
Intra grupos 18.8833
Total (Corr.)  2639.86

Gl Cuadrado Medio  Razon-F Valor-P
5 524.195 333.12 0.0000
12 157361

17

ANOVA simple (NEPs en plantulas infectadas y no infectadas - Figura 3.3)

Tabla ANOVA
Fuente Suma de Cuadrados
Entre grupos  97.4696
Intra grupos 27.0664
Total (Corr.)  124.536

Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
5 19.4939 8.64 0.0011
12 2.25553

17

ANOVA simple (Sumatoria de EPs y NEPs en hojas de plantulas infectadas y no

infectadas - Tabla 3.1)

Tabla ANOVA
Fuente Suma de Cuadrados
Entre grupos  26.2159
Intra grupos 10.8697
Total (Corr.)  37.0856

ANOVA simple (Sumatoria
infectadas - Tabla 3.1)

Tabla ANOVA
Fuente Suma de Cuadrados
Entre grupos  0.309144
Intra grupos 34.8123
Total (Corr.)  35.1214

ANOVA simple (Sumatoria
infectadas - Tabla 3.1)

Tabla ANOVA
Fuente Suma de Cuadrados
Entre grupos  67.7699
Intra grupos 7.35703
Total (Corr.)  75.1269

Gl Cuadrado Medio  Razon-F Valor-P
1 26.2159 9.65 0.0360
4 2.71742

5

de EPs y NEPs en tallo de plantulas infectadas y no

| Cuadrado Medio

G Valor-P
1 0.309144

4

5

0.8597

Razon-F
0.04
8.70307

de EPs y NEPs en raiz de plantulas infectadas y no

| Cuadrado Medio

G Valor-P
1 67.7699

4

5

0.0037

Razon-F
36.85
1.83926
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ANOVA simple (Sumatoria de EPs y NEPs en frutos de plantas infectadas y no

infectadas - Tabla 3.2)

Tabla ANOVA
Fuente Suma de Cuadrados
Entre grupos  4.75515
Intra grupos 7.17798
Total (Corr.)  11.9331

Gl Cuadrado Medio
1 4.75515
4 1.79449
5

Valor-P
0.1789

Razon-F
2.65

ANOVA simple (EPs en frutos de plantas infectadas y no infectadas - Figura 3.4)

Tabla ANOVA
Fuente Suma de Cuadrados
Entre grupos  30.3479
Intra grupos 5.68837
Total (Corr.)  36.0362

Gl Cuadrado Medio

1 30.3479
4 1.42209
5

Valor-P
0.0099

Razon-F
21.34

ANOVA simple (NEPs en frutos de plantas infectadas y no infectadas - Figura 3.4)

Tabla ANOVA
Fuente Suma de Cuadrados
Entre grupos  59.1287
Intra grupos 0.251916
Total (Corr.)  59.3806

ANOVA simple (EPs totales detectados por UPLC-PDA en hoja de plantulas infectadas

y no infectadas - Tabla 3.3)

Tabla ANOVA
Fuente Suma de Cuadrados
Entre grupos  4.3683E7
Intra grupos 3.02923E8
Total (Corr.)  3.46606E8

ANOVA simple (EPs totales detectados por UPLC-PDA en tallo de plantulas infectadas

y no infectadas - Tabla 3.3)

Tabla ANOVA
Fuente Suma de Cuadrados
Entre grupos  2.42813E8
Intra grupos 2.71572E8
Total (Corr.)  5.14385E8

ANOVA simple (EPs totales detectados por UPLC-PDA en raiz de plantulas infectadas

y no infectadas - Tabla 3.3)

Tabla ANOVA
Fuente Suma de Cuadrados
Entre grupos  2.08607E8
Intra grupos 1.28677E8
Total (Corr.)  3.37285E8

Gl  Cuadrado Medio

1 59.1287
4 0.062979
5

Gl  Cuadrado Medio

1 4.3683E7
4 7.57307E7
5

Gl  Cuadrado Medio

1 2.42813E8
4 6.78929E7
5

Gl Cuadrado Medio

1 2.08607E8
4 3.21693E7
5

938.86

Razon-F
0.58

Razon-F
3.58

Razén-F
6.48

Valor-P
0.0000

Razon-F

Valor-P
0.4899

Valor-P
0.1316

Valor-P
0.0635



ANOVA simple (EPs totales detectados por UPLC-PDA en frutos de plantas infectadas
y no infectadas - Tabla 3.5)

Tabla ANOVA
Fuente Suma de Cuadrados Gl  Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos  9.83187E10 1 9.83187E10 46.78 0.0024
Intra grupos 8.40618E9 4 2.10155E9
Total (Corr.)  1.06725E11 5

ANOVA simple (NEPs totales detectados por UPLC-PDA en hoja de plantulas
infectadas y no infectadas - Tabla 3.7)

Tabla ANOVA
Fuente Suma de Cuadrados Gl  Cuadrado Medio  Raz6n-F Valor-P
Entre grupos ~ 415117. 1 415117. 0.02 0.8826
Intra grupos 6.70504E7 4 1.67626E7
Total (Corr.)  6.74655E7 5

ANOVA simple (NEPs totales detectados por UPLC-PDA en tallo de plantulas
infectadas y no infectadas - Tabla 3.7)

Tabla ANOVA
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio  Razén-F Valor-P
Entre grupos  2.45937E7 1 2.45937E7 3.24 0.1463
Intra grupos 3.0373E7 4 7.59325E6
Total (Corr.)  5.49667E7 5

ANOVA simple (NEPs totales detectados por UPLC-PDA en raiz de plantulas
infectadas y no infectadas - Tabla 3.7)

Tabla ANOVA
Fuente Suma de Cuadrados Gl  Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos  528447. 1 528447. 0.04 0.8516
Intra grupos 5.30908E7 4 1.32727E7
Total (Corr.)  5.36192E7 5

167





