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Resumen

El ‘Chiltepin’ es un chile muy popular en México por su intenso color rojoy su
caracteristico sabor y picor. Este Gltimo atributo es debido a la presencia de unos
compuestos pertenecientes a las familias de los capsaicinoides y los capsinoides; sus
presencias, asi como la distinta relacion de sus contenidos perfilan un tipo de picor
diferencial. Ambas familias de compuestos han sido estudiadas en el area de la
medicina por sus efectos antitumorales y sus actividades antioxidantes y analgésicas,
entre otras. La caracterizacion de estos compuestos bioactivos en distintos estados de
desarrollo del fruto permitird profundizar en el conocimiento de su biosintesis y
control genético. En este trabajo, se ha evaluado por primera vez, la evolucién del
contenido de capsinoides a lo largo del desarrollo de los frutos de pimiento y su
relacion con la de los capsaicinoides. Concretamente este trabajo se ha hecho en el
tipo ‘Chiltepin’, en el cual el patron de evolucion del contenido de capsinoides fue
similar al de capsaicinoides; su biosintesis se inicio entre los 10-20 dias post antesis
(dpa) y su contenido aument6 hasta alcanzar su maximo a los 40 dpa. Capsiato y
dihidrocapsiato han sido cuantificados por primera vez en ‘Chiltepin’, variando
respectivamente entre 43,53-234,26 ng g** materia seca (ms) y 13,73-97,93 pg g* ms.
Las correlaciones entre los distintos compuestos fueron altamente significativas (P<
0,01), con coeficientes que variaron desde 0,923 para dihidrocapsaicina vs.
dihidrocapsiato hasta 0,998 para capsaicina vs. dihidrocapsaicina.

INTRODUCCION

El ‘Chiltepin’ (Capsicum annuum L. var. glabriusculum), también conocido como
‘chile piquin’, ‘chiltepec’ o ‘pico de pajaro’, se considera el ancestro silvestre del pimiento
domesticado (C. annuum var. annuum). Su distribucion se extiende desde el noroeste de
Sudamérica hasta el sur de los Estados Unidos. En México se encuentra silvestre en toda la
zona costera del pais, extendiéndose por el Pacifico desde el estado de Sonora al de Chiapas
y por el Golfo de México desde Tamaulipas a la Peninsula de Yucatan (Hayano-Kanashiro
et al., 2015). El “Chiltepin’ es un chile muy popular en México tanto por su picor, sabor y
aroma, muy apreciados en la gastronomia mexicana, como por sus propiedades medicinales
para curar el cuerpo y el espiritu (Hayano-Kanashiro et al., 2015). Hoy en dia se ha
determinado que algunas de las propiedades antioxidantes, analgésicas, antiinflamatorias y
anticancerigenas son atribuidas a la presencia de los capsaicinoides y los capsinoides,
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compuestos responsables de la sensacion de ardor o picor del pimiento. Los capsinoides
son aproximadamente 1000 veces menos picantes que los capsaicinoides, siendo esta
caracteristica de especial interés para las industrias farmacéutica y alimentaria (Fayos et al.,
2018b). Estos compuestos se sintetizan en la placenta del fruto y hay diversos estudios
sobre la variacion del contenido de los capsaicinoides a lo largo del desarrollo del fruto de
pimiento (Contreras-Padilla y Yahia, 1998; Estrada et al., 2000; Fayos et al., 2017). Sin
embargo, la evolucion del contenido de capsinoides durante el desarrollo del pimiento, asi
como su relacion con el contenido de capsaicinoides no han sido estudiadas previamente.
Por tanto, el objetivo del presente trabajo se ha centrado en el andlisis del contenido de
capsinoides a lo largo del desarrollo del fruto del chile ‘Chiltepin’ y de su relacion con el
contenido de capsaicinoides.

MATERIALES Y METODOS

Diez plantas de chile ‘Chiltepin’ fueron cultivadas en macetas en un invernadero en
las instalaciones del CITA, con temperaturas entre 18 y 28 °C. Los frutos de estas plantas
fueron recogidos en diferentes estados de desarrollo: 10, 20, 40 y 60 dias despues de la
antesis (dpa). Para ello, se etiquetd cada flor con la fecha del dia en que se produjo su
antesis. Para cada estado de desarrollo se agruparon los frutos recogidos de las 10 plantas.
Una vez recogidos, los frutos se liofilizaron y, posteriormente, se molieron en un molinillo
convencional. La extraccidn de capsaicinoides y capsinoides se realizd por maceracion con
acetato de etilo y la cuantificacion de estos compuestos mediante HPLC-ESI-MS(QTOF)
(Fayos et al., 2018c). El limite de cuantificacion del método fue de 0,026 ug g para los
capsinoides, capsiato (CTO) y dihidrocapsiato (DHTO), y el de deteccion de 0,010 pg g,
también para ambos. Los estdndares de los capsaicinoides, capsaicina (97%) (C) y
dihidrocapsaicina (90%) (DHC), fueron suministrados por Sigma-Aldrich (Chemical Co.
St. Louis, EEUU). Los estandares de CTO, DHTO vy del estandar interno DMBO fueron
sintetizados en el Departamento de Quimica Organica de la Universidad de Cadiz (Barbero
et al., 2010; Fayos et al., 2018a). Se calcularon los contenidos medios para CTO, DHTO,
C y DHC y larelacion capsinoides/capsaicinoides para cada estado de desarrollo. Se realizé
un analisis ANOVA para determinar las diferencias estadisticamente significativas entre
los contenidos medios de cada compuesto en los diferentes estados de desarrollo del fruto
y un andlisis de correlacion de Pearson para los contenidos de los cuatro compuestos. Se
calculd el ratio capsinoides/capsaicinoides segun la férmula: capsinoides totales/
(capsinoides totales + capsaicinoides totales). Para los analisis estadisticos se utilizé el
programa PSPP (GNU Operating System).

RESULTADOS Y DISCUSION

En este trabajo se ha cuantificado, por primera vez, el contenido de capsinoides en
diferentes estados de desarrollo de frutos de pimiento. Para ello se ha utilizado un método
de HPLC-ESI-MS(QTOF) y se ha analizado el chile ‘Chiltepin’.

En ‘Chiltepin’ el patron de evolucion del contenido es similar tanto para
capsaicinoides como para capsinoides (Fig. 1). Mientras que a los 10 dpa no se detectaron
ni capsaicinoides ni capsinoides, si que fueron cuantificados ambos grupos de compuestos
a partir de los 20 dpa. Esto sugiere que en ‘Chiltepin’ la biosintesis de ambos compuestos
se origina entre los 10 y 20 dpa. La biosintesis de capsaicinoides en este periodo ya fue
descrita en C. annuum (Estrada et al., 2000). EI contenido medio tanto de capsinoides como
de capsaicinoides se incrementd desde los 20 dpa hasta los 40 dpa, momento en que
alcanzaron su maximo para después descender a los 60 dpa. Estos resultados coinciden con
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el patron de evolucion del contenido de capsaicinoides encontrado por Contreras-Padilla y
Yahia (1998) en ¢l ‘Chiltepin’ de Querétaro. Resultados similares para las variaciones de
contenidos de capsaicinoides se han observado en otros cultivares de C. annuum como en
‘Padron’ (Estrada et al., 2000). Cuando se analizaron individualmente los cuatro
compuestos, se observé que mientras que los contenidos medios de C, DHC y CTO fueron
significativamente diferentes en los tres estados de desarrollo, para el DHTO, los
contenidos medios en los 20 y 60 dpa no fueron estadisticamente diferentes (Tabla 1). Sin
embargo, cuando se analizaron en conjunto, se determind que no habia diferencias
significativas entre la relacion capsinoides/capsaicinoides en los diferentes estados de
desarrollo del fruto, siendo la evolucion de la biosintesis de capsinoides similar a la de los
capsaicinoides, lo que sugiere que ambos grupos de compuestos tienen el mismo
mecanismo de control de su biosintesis a lo largo del tiempo.

La C fue el compuesto mayoritario durante todo el desarrollo de los frutos de
‘Chiltepin’, seguida por la DHC. Los valores obtenidos para C variaron entre 131,68 y
599,48 ng gt ms, mientras que los de DHC variaron entre 75,27 y 500,35 pg g* ms (Tabla
1). Estos valores son comparables a los 750 pug gt ms de C y 370 pug g* ms de DHC
encontrados en el Chiltepin’ del estado de Yucatan (Cisneros-Pineda et al., 2007), asi como
a los 498-994 g g™ ms de capsaicinoides totales en el ‘Chiltepin’ del estado de Tamaulipas
(Aguirre-Hernandez et al., 2017).

En cuanto al contenido de capsinoides, por primera vez, se han cuantificado CTO y
DHTO en “Chiltepin’. El mayor contenido medio de CTO y DHTO fue, respectivamente,
de 234,26 y 97,93 ug g ms a los 40 dpa.

Cuando se estudio la correlacion entre los cuatro compuestos, se observé una alta
correlacion (P< 0,01) entre todos ellos, con coeficientes que variaron desde 0,923 para
DHC vs. DHTO hasta 0,998 para C vs. DHC. Aunque en ‘Chiltepin’ se han descrito
correlaciones similares (entre 0,91 y 0,93) entre capsaicinoides (Aguirre-Hernandez et al.,
2017), esta es la primera vez que se describen correlaciones altamente significativas entre
capsinoides y capsaicinoides (0,923-0,971).
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Tabla 1. Contenidos de C, DHC, CTO y DHCTO en diferentes estados de desarrollo del
fruto de ‘Chiltepin’. Los valores se presentan con la media + desviacion estandar (n=3)

C DHC CTO DHTO Ratio

N.D. N.D. N.D. N.D.
20dpa 131,7%a + 73 753a = 6,9 435 + 31 137a+ 18 0,22a
40dpa  599,5b + 785  500,3b + 59,6 2343b + 237 979 + 49 0,23
60dpa  2949c + 51,5 237,4c * 34,8 955c + 240 19,6a + 10,2 0,18a

1 dpa: dias después de la antesis, 2 Todos los valores son en pg g*ms.
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Fig. 1. Evolucidn del contenido medio de C, DHC, CTO y DHTO a 10, 20, 40 y 60 dias

después de la antesis (dpa) de ‘Chiltepin’. Las barras de error representan la media = la
desviacion estandar (n = 3).
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