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Resumen

La actual probleméatica medioambiental estd demandando sistemas de produccion
més sostenibles, con menos residuos y méas respetuosos con los ecosistemas. Las
practicas agricolas convencionales tienen un alto impacto en la composicién biologica,
bioquimica y en la fertilidad de los suelos. Ademas, el uso de algunos productos
fitosanitarios tiene un alto impacto en la fauna de los ecosistemas y conlleva posibles
riesgos para la salud humana. Por estos motivos, los habitos de consumo han
evolucionado hacia una mayor demanda de productos provenientes de sistemas de
produccién alternativos como los de la agricultura ecologica. En este sentido, las
variedades tradicionales o ecotipos son materiales altamente interesantes para este tipo
de sistemas de produccidn al tratarse de material vegetal adaptado a condiciones locales
especificas (normalmente de bajos insumos), con rasgos de calidad caracteristicos
como, por ejemplo, caracteres de calidad organoléptica, que aportan un valor afiadido
extra. Asimismo, se trata de germoplasma con una amplia variabilidad genética, lo que
supone una interesante fuente de recursos genéticos para potenciales programas de
mejora, concretamente para la adaptacion a la produccion ecologica. El cultivo del
pimiento (Capsicum sp.) resulta de especial interés en estos programas, ademas de por
la importancia econémica de esta hortaliza, por el gran nimero de tipos varietales y
ecotipos originarios de diferentes centros de diversidad secundarios. Ademas, a los
frutos de pimiento se le atribuyen elevadas propiedades nutricionales, gracias a su alto
contenido en compuestos antioxidantes y una alta variedad de caracteristicas

organolépticas, lo cual diversifica y potencia sus usos culinarios.

En la presente tesis se ha estudiado la calidad nutricional y organoléptica del cultivo
del pimiento (Capsicum sp.) en los dos estados de madurez comercial (verde y maduro)
y bajo diferentes practicas culturales (sistemas ecoldgico y convencional). Asi, se han
analizado los principales compuestos nutricionales de los frutos de pimiento: el acido
ascorbico, los compuestos fendlicos y los carotenoides; asi como la composicion de la
fraccion volatil de los frutos, y se ha estudiado su variacion en una amplia coleccién
varietal, que incluye ecotipos procedentes de Denominaciones de Origen Protegidas
(DOPs) e Indicaciones Geograficas Protegidas (IGPs), segun el estado de madurez, el
sistema de cultivo y sus interacciones. Adicionalmente, también se ha estudiado la

fertilidad biologica del suelo a través de las actividades enzimaticas de la fosfatasa



alcalina y la catalasa en interaccion con el cultivo del pimiento bajo los sistemas de

cultivo convencional y ecoldgico.

El estudio de la calidad nutricional (contenido en acido ascorbico, carotenoides,
fenoles totales y flavonoides individuales) mostré6 amplios rangos de variacion segun el
factor genotipo, aunque el estado de maduracion y el sistema de cultivo también
contribuyeron a las diferencias observadas. En el estudio de flavonoides individuales, la
luteolina tuvo la mayor contribucion al total de flavonoides en pimiento para ambos
estados de maduracidn, salvo alguna excepcion, seguida de la quercetina y la miricetina,
y en menor medida por la apigenina y el kenferol. Se detectaron correlaciones entre los
flavonoides en ambos estados de maduracion, especialmente entre los principales
flavonoides, luteolina y quercetina, y entre la quercetina y el kenferol, lo cual permitiria
selecciones positivas indirectas. En general, los frutos maduros presentaron niveles
superiores de compuestos bioactivos, especialmente para el acido ascorbico. Asimismo,
el cultivo ecoldgico proporcion6, en general, niveles mas altos de acido ascorbico y
compuestos fendlicos en el estado maduro. La notable interaccion genotipo x sistema de
cultivo para el contenido en &cido ascorbico y fenoles totales, y en menor intensidad
para el contenido en flavonoides individuales, permitio la seleccion de varias accesiones
con alto rendimiento en estos compuestos, bajo condiciones de cultivo ecologico en
ambos estados de maduracion. Por el contrario, los efectos del sistema de cultivo y la
interaccion genotipo x sistema de cultivo no resultaron significativos en los niveles de

carotenoides, cuya variacion se debid principalmente al factor genotipo.

El estudio de la composicion volatil permitio encontrar amplias diferencias
cuantitativas y cualitativas para este factor de calidad organoléptica en los frutos de
pimiento, dependiendo principalmente del factor genético y del estado de maduracién,
mientras que el sistema de cultivo afect6 en menor medida y significativamente a
algunos compuestos volatiles individuales. Se encontraron un total de 124 y 122
volatiles en el estado inmaduro y maduro, respectivamente. Segun la contribucién
general de cada grupo quimico, en C. annuum destacaron los monoterpenos (aromas
herbales) en el estado inmaduro y los alcanos y sesquiterpenos (aromas céreos, a madera
y dulces) en el estado maduro. En C. baccatum, destacaron los productos de escision
lipoxigenasa en ambos estados de maduracion (mezcla de fragancias
grasas/herbales/afrutadas) y el grupo de los ésteres en las especies C. chinense y C.

frutescens (aromas frutales y dulces). Los cambios en el perfil volatil con la maduracion
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fueron evidentes y muy diversos segun el genotipo, sin embargo, la tendencia general
fue la reduccién de los monoterpenos y monoterpenoides, de aromas herbales y verdes
caracteristicos, y el incremento relativo de otros grupos quimicos con combinaciones
variadas de aromas frutales/florales/dulces/madera/cerosos. En general, el sistema de
cultivo ecoldgico favorecio la acumulacién de compuestos volatiles en ambos estados

de maduracion y durante el proceso de maduracion.

Las actividades enzimaticas fosfatasa alcalina y catalasa aumentaron durante la fase
de cultivo, con actividades méaximas generales en la fase intermedia, especialmente para
la fosfatasa alcalina. El sistema de cultivo tuvo una mayor contribucion a la variacion,
resultando significativo y superior para el sistema convencional en fase intermedia para
ambas actividades y estando generalmente seguido del factor genotipo, significativo
para la fosfatasa alcalina en fase intermedia. Se observaron diferencias entre genotipos
en cada fase y sistema de cultivo. La interaccion genotipo x sistema de cultivo
permitiria seleccionar variedades, con capacidad para que los suelos acumularan
mayores valores de las actividades enziméticas fosfatasa alcalina y catalasa, en el

sistema de cultivo ecoldgico.

En definitiva, los resultados de este trabajo proporcionaran informacién de especial
utilidad para programas de investigacion en hortalizas de alto valor afadido y
programas de mejora de la calidad en agricultura ecoldgica, asi como para el control de

autenticidad de variedades tradicionales.



Abstract

The current environmental problem is demanding more sustainable production
systems, with less waste and more respectful with the ecosystems. Conventional
agricultural practices have a high impact on the biological and biochemical composition
and on the fertility of soils. Furthermore, the use of some phytosanitary products has a
high impact on the fauna of the ecosystems and carries possible risks to human health.
For these reasons, consumption habits have evolved towards a greater demand for
products from alternative production systems such as organic farming. In this sense,
traditional varieties or ecotypes are highly interesting materials for this type of
production systems as they are plant material adapted to specific local conditions
(usually low-input), with characteristic quality traits such as, for example, organoleptic
traits, which provide extra added value. Likewise, it is germplasm with a wide genetic
variability, which is an interesting source of genetic resources for potential
improvement programs, specifically for adaptation to organic production. The
cultivation of pepper (Capsicum sp.) is of special interest in these programs, in addition
to the economic importance of this vegetable, due to the large number of varietal types
and ecotypes originating from different secondary centres of diversity. In addition,
pepper fruits are attributed high nutritional properties, thanks to their high content of
antioxidant compounds and a wide variety of organoleptic characteristics, which

diversifies and enhances their culinary uses.

In this thesis, the nutritional and organoleptic quality of the pepper crop (Capsicum
sp.) has been studied in the two ripening stages (unripe and fully ripe) and under
different cultural practices (organic and conventional systems). Thus, the main
nutritional compounds of pepper fruits have been analysed: ascorbic acid, phenolic
compounds and carotenoids; as well as the composition of the volatile fraction of the
fruits, and its variation has been studied in a wide varietal collection, which includes
ecotypes from Protected Denominations of Origin (PDOs) and Protected Geographical
Indications (PGIs), according to the ripening stage, the growing system and its
interactions. Additionally, the biological fertility of the soil has also been studied
through the enzymatic activities of alkaline phosphatase and catalase in interaction with

the cultivation of peppers under conventional and organic growing systems.
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The study of nutritional quality (content of ascorbic acid, carotenoids, total phenolics
and individual flavonoids) showed wide ranges of variation according to the genotype
factor, although the ripening stage and the growing system also contributed to the
differences observed. In the study of individual flavonoids, luteolin had the highest
contribution to the total flavonoids in pepper for both ripening stages, with some
exceptions, followed by quercetin and myricetin, and to a lesser extent by apigenin and
kenferol. Correlations were detected between flavonoids at both ripening stages,
especially between the main flavonoids, luteolin and quercetin, and between quercetin
and kenferol, which would allow indirect positive selections. In general, fully ripe fruits
presented higher levels of bioactive compounds, especially for ascorbic acid. Also,
organic farming provided, in general, higher levels of ascorbic acid and phenolic
compounds at the fully ripe stage. The remarkable genotype x growing system
interaction for the content of ascorbic acid and total phenolics, and to a lesser extent for
the content of individual flavonoids, allowed the selection of several accessions with
high yields in these compounds, under organic cultivation conditions at both ripening
stages. On the contrary, the effects of the growing system and the genotype x growing
system interaction were not significant in carotenoid levels, whose variation was mainly

due to the genotype factor.

The study of the volatile composition allowed to find wide quantitative and
qualitative differences for this organoleptic quality factor in pepper fruits, depending
mainly on the genetic factor and the ripening stage, while the growing system affected
to a lesser extent and significantly some individual volatile compounds. A total of 124
and 122 volatiles were found at the unripe and the fully ripe stages, respectively.
According to the general contribution of each chemical group, in C. annuum the
monoterpenes (herbal aromas) at the unripe state and the alkanes and sesquiterpenes
(waxy, woody and sweet aromas) at the fully ripe stage, stood out. In C. baccatum, the
lipoxygenase cleavage products stood out at both ripening stages (mixture of
fatty/herbal/fruity fragrances) and the group of esters in the species C. chinense and C.
frutescens (fruity and sweet aromas). The changes in the volatile profile with ripening
process were evident and very diverse according to the genotype, however, the general
trend was the reduction of monoterpenes and monoterpenoids, of characteristic herbal
and green aromas, and the relative increase of other chemical groups with combinations

of fruity/floral/sweet/woody/waxy aromas. In general, the organic farming system



favoured the accumulation of volatile compounds at both ripening stages and during the
ripening process.

Alkaline phosphatase and catalase enzymatic activities increased during the growing
phase, with average maximum activities in the intermediate phase, especially for
alkaline phosphatase. The growing system had a greater contribution to variation, being
significant and superior for the conventional system in the intermediate phase for both
activities and being generally followed by the genotype factor, significant for alkaline
phosphatase in the intermediate phase. Differences between genotypes were observed in
each phase and growing system. The genotype x growing system interaction would
allow the selection of varieties, which influence soils to accumulate higher values of the

enzymatic activities alkaline phosphatase and catalase, in the organic growing system.

In conclusion, the results of this work will provide information of special use for
research programs in vegetables with high added value and quality breeding programs

in organic farming, as well as for the authenticity control of traditional varieties.



Resumen |

Resum

L'actual problematica mediambiental esta demandant sistemes de produccié més
sostenibles, amb menys residus i més respectuosos amb els ecosistemes. Les practiques
agricoles convencionals tenen un alt impacte en la composicio biologica, bioquimica i
en la fertilitat dels sols. A més, I'is d'alguns productes fitosanitaris té un alt impacte en
la fauna dels ecosistemes i comporta possibles riscos per a la salut humana. Per aquests
motius, els habits de consum han evolucionat cap a una major demanda de productes
provinents de sistemes de produccid alternatius com els de I'agricultura ecologica. En
aquest sentit, les varietats tradicionals o ecotips s6n materials altament interessants per a
aquest tipus de sistemes de produccid al tractar de material vegetal adaptat a condicions
locals especifiques (normalment de baixos inputs), amb trets de qualitat caracteristics
com, per exemple, caracters de qualitat organoléeptica, que aporten un valor afegit extra.
Aixi mateix, es tracta de germoplasma amb una amplia variabilitat genética, el que
suposa una interessant font de recursos genétics per a potencials programes de millora,
concretament per a I'adaptacio a la produccié ecologica. El cultiu del pebrot (Capsicum
sp.) resulta d'especial interes en aquests programes, a més de per la importancia
economica d'aquesta hortalissa, pel gran nombre de tipus varietals i ecotips originaris de
diferents centres de diversitat secundaris. A mes, als fruits de pebrot se li atribueixen
elevades propietats nutricionals, gracies al seu alt contingut en compostos antioxidants i
una alta varietat de caracteristiques organoléptiques, la qual cosa diversifica i potencia

els seus usos culinaris.

En la present tesi s'ha estudiat la qualitat nutricional i organoléptica del cultiu del
pebrot (Capsicum sp.) en els dos estats de maduresa comercial (verd i madur) i sota
diferents practiques culturals (sistemes ecologic i convencional). Aixi, s'han analitzat els
principals compostos nutricionals dels fruits de pebrot: I'acid ascorbic, els compostos
fenolics i els carotenoides; aixi com la composicio de la fraccio volatil dels fruits, i s'ha
estudiat la seva variacié en una amplia col-lecci6 varietal, que inclou ecotipus
procedents de Denominacions d'Origen Protegides (DOPS) i Indicacions Geografiques
Protegides (IGP), segons l'estat de maduresa, el sistema de cultiu i les seves

interaccions. Addicionalment, també s'ha estudiat la fertilitat biologica del sol a través

vii



de les activitats enzimatiques de la fosfatasa alcalina i la catalasa en interaccié amb el
cultiu del pebrot sota els sistemes de cultiu convencional i ecologic.

L'estudi de la qualitat nutricional (contingut en acid ascorbic, carotenoides, fenols
totals i flavonoides individuals) va mostrar amplis rangs de variacio segons el factor
genotip, encara que I'estat de maduracio i el sistema de cultiu també van contribuir a les
diferencies observades. En l'estudi de flavonoides individuals, la luteolina va tenir la
major contribucié al total de flavonoides en pebrot per a tots dos estats de maduracio,
tret d'alguna excepcio, seguida de la quercetina i la miricetina, i en menor mesura per
I'apigenina i el kenferol. Es van detectar correlacions entre els flavonoides en els dos
estats de maduracio, especialment entre els principals flavonoides, luteolina i
quercetina, i entre la quercetina i el kenferol, la qual cosa permetria seleccions positives
indirectes. En general, els fruits madurs van presentar nivells superiors de compostos
bioactius, especialment per a l'acid ascorbic. Aixi mateix, el cultiu ecologic va
proporcionar, en general, nivells més alts d'acid ascorbic i compostos fenolics en 1’estat
madur. La notable interaccié genotip x sistema de cultiu per al contingut en acid
ascorbic i fenols totals, i en menor intensitat per al contingut en flavonoides individuals,
va permetre la seleccid de diverses accessions amb alt rendiment en aquests compostos,
sota condicions de cultiu ecologic en els dos estats de maduracio. Per contra, els efectes
de el sistema de cultiu i la interaccié genotip x sistema de cultiu no van resultar
significatius en els nivells de carotenoides, la variacié es va deure principalment al

factor genotip.

L'estudi de la composici6 volatil va permetre trobar amplies diferencies quantitatives
i qualitatives per aquest factor de qualitat organoléptica en els fruits de pebrot, depenent
principalment del factor genétic i de l'estat de maduracio, mentre que el sistema de
cultiu va afectar en menor mesura i significativament a alguns compostos volatils
individuals. Es van trobar un total de 124 i 122 volatils en 1’estat immadur i madur,
respectivament. Segons la contribuci6é general de cada grup quimic, en C. annuum van
destacar els monoterpens (aromes herbals) en I'estat immadur i els alcans i sesquiterpens
(aromes ceris, a fusta i dolgos) en I'estat madur. En C. baccatum, van destacar els
productes d'escissid lipoxigenasa en els dos estats de maduracid (barreja de fragancies
greixos/herbals / afruitades) i el grup dels ésters en les espécies C. chinense i C.
frutescens (aromes de fruites i dolgos). Els canvis en el perfil volatil amb la maduracio

van ser evidents i molt diversos segons el genotip, pero, la tendéncia general va ser la
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reduccié dels monoterpens i monoterpenoides, d'aromes herbals i verds caracteristics, i
I'increment relatiu d'altres grups quimics amb combinacions variades d'aromes
fruiters/florals/dolgos/fusta/cerosos. En general, el sistema de cultiu ecologic va afavorir
I'acumulacio de compostos volatils en els dos estats de maduracio i durant el procés de

maduracio.

Les activitats enzimatiques fosfatasa alcalina i catalasa van augmentar durant la fase
de cultiu, amb activitats maximes generals en la fase intermédia, especialment per a la
fosfatasa alcalina. El sistema de cultiu va tenir una major contribucio a la variacio,
resultant significatiu i superior per al sistema convencional en fase intermédia per a
ambdues activitats i estant generalment seguit del factor genotip, significatiu per a la
fosfatasa alcalina en fase intermédia. Es van observar diferencies entre genotips en cada
fase i sistema de cultiu. La interaccio genotip x sistema de cultiu permetria seleccionar
varietats, amb capacitat perqué els sols acumulessin grans valors de les activitats

enzimatiques fosfatasa alcalina i catalasa, en el sistema de cultiu ecologic.

En definitiva, els resultats d'aquest treball proporcionaran informacio d'especial utilitat
per a programes d'investigacié en hortalisses d'alt valor afegit i programes de millora de
la qualitat en agricultura ecologica, aixi com per al control d'autenticitat de varietats

tradicionals.
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1. IMPORTANCIA ECONOMICA DEL PIMIENTO

El cultivo y uso de frutos de las especies del género Capsicum, generalmente
conocidos como pimientos, chiles o ajies, originarios de América y pertenecientes a la
familia de las solanaceas, ha tenido una gran difusion a nivel mundial, adquiriendo una
importancia econémica notable con casi dos millones de hectareas cultivadas (Tabla 1)
[1]. EI éxito de su cultivo se debe principalmente a la versatilidad de sus usos y a las
propiedades nutricionales y organolépticas que se le atribuyen. El principal uso es el
culinario, consumiéndose sus frutos en fresco, deshidratados o procesados, como
hortaliza, especia, colorante y como conservante. La diversidad de formas y colores de
sus frutos también hace que tenga un uso ornamental. Asimismo, en diferentes culturas
se utiliza con fines medicinales gracias a sus propiedades como estimulante digestivo,
antiparasitario, astringente, cicatrizante, y rubefaciente energético. También es utilizado
en la industria farmacoldgica y en la elaboracién de cosméticos [2-5].

Tabla 1. Area cultivada en hectareas y produccion en miles de toneladas a nivel
mundial de las principales hortalizas en 2018 [1].

Hortaliza Area cultivada (ha) Produccion (10° t)
Remolacha 4°821°573 275’486
Tomate 4°762°129 182°258
Sandia 3°243°758 103°975
Guisante verde 2°744°094 21°227
Coles 2°412°167 69°382
Calabaza 2°044°055 27°655
Pimiento en fresco 1°990°423 36’771
Pepino 1°984°518 75’219
Berenjena 1°864°556 54°077
Judia verde 1°567°394 24’753

Asia es el continente con mayor extension de terreno dedicada al cultivo de pimiento,
con méas de la mitad de la superficie total [1]. Ademas, también es el principal
productor, alcanzando casi el 70% de la produccion mundial (Tabla 2). El segundo
continente en cuanto a superficie cultivada es Africa, con un 16% de la superficie total,

siendo el tercero en produccion mundial, con cerca del 10% del total. Paraddjicamente,
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América (origen de estas especies) abarca un 12% de la superficie mundial, si bien es el
segundo productor, con un 14% de la produccion total (Tabla 2). El continente europeo
ocupa el cuarto lugar tanto en superficie cultivada como en produccién, con un 5% y un
9% del total mundial, respectivamente, por delante de Oceania (Tabla 2). La produccion
en seco estd méas concentrada, siendo Asia nuevamente el primer continente tanto en
superficie cultivada como en produccion, con un 70% para ambos, seguido del

continente africano, con un 20% de superficie y produccion (Tabla 2).

En cuanto a la produccién por paises, China es el principal productor en fresco con
casi la mitad de la produccion mundial, lo que supone méas de 18 millones de toneladas.
A un segundo nivel, se encuentran México (9%), Turquia e Indonesia (7%) y Espafia en
quinto lugar como productor mundial, con un 3.5% de la produccion mundial (Figura
1). Respecto a la produccién en seco, ésta se centra fundamentalmente en paises del

lejano oriente, destacando la India y China, seguidos de Etiopia (Figura 1).

Tabla 2. Area cultivada (hectareas), produccion (toneladas) y rendimiento (toneladas
por hectarea) de pimiento fresco y seco, en los diferentes continentes y su porcentaje
respecto al mundial (% total) en 2018 [1].

Continente e %zlig\{tzl?a e Progi/l:ig'i[glr\ © Rendimiento (t-ha)
fresco seco fresco seco fresco seco
Asia 1’3;2’6527 1’371;)).’8183 24’%?;(’)347 3’07129.’;123 188 23
Africa 3 1115’7757 3526(;.3155 3’4?{’)095 92212’.9163 112 26
América 24132’.0225 402’.1351 5’012??.’7394 102?265 20.7 27
Europa 102?204 693:%43 3’2?{;399 112%38 301 17
Oceania or Ly PR o 24.1 2.0

Mundial 1°990°423  1°776°334 36°771°482  4°164°594 - -
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Mexico 0.19 China mn
Turquia 6.95 Etiopia 1.07
Indonesia 6.9 Tailandia 5193
Espafia 3.47 Pakistin 3.56
Nigeria 2.03 Bangladesh 350
Egipto 104 Myanmar 313
gip y
EETU 1.92 Costa de Marfil 281
Algeria 1.77 Ghana 2.76
Tunizia ® 1.16 Vietnam 24

Figura 1. Produccion de pimiento en fresco y en seco (% del total mundial) de los
principales productores en 2018 [1].

A nivel nacional, en 2018 se cultivaron unas 20’580 hectareas de pimiento fresco en
Espafia, con una produccion de 1.3 millones de toneladas [1]. A nivel de Comunidades
Auténomas, la mayor productora fue Andalucia, con unas 795’000 toneladas en 2017,
seguida de Murcia, Galicia, Castilla la Mancha y la Comunidad Valenciana (Tabla 3).
Con un 3.5% de la produccién mundial, Espafa es el principal productor de Europa y,
por extension, de la UE. Esto se debe, principalmente a las condiciones agroclimaticas
caracteristicas que favorecen la produccion, especialmente en el periodo invernal, donde
las regiones de Almeria, Murcia, Alicante y Canarias se conocen como la “huerta de
invierno de Europa” [3]. Ademas, en 2017 export6é unas 717’000 toneladas, resultando
el segundo pais exportador a nivel mundial para este cultivo, después de México [1].
Todo ello refleja la extraordinaria importancia econdmica que el pimiento tiene para el
sector horticola espafiol, un cultivo del que dependen muchos agricultores, cooperativas,

empleados de plantas de procesado y sus familias.



Tabla 3. Analisis provincial en Espafia de superficie (en hectéreas), rendimiento (en
kilogramo por hectarea) y produccion (en toneladas) en 2017 [6].

Provincias y Superficie (ha) Rendimiento (kg-ha™)

Comunidades Regadio Regadio Produccién

Auténomas Secano  Aire libre Protegido Total - secano Aire libre Protegido ®
Andalucia 15 1’557 10’879 12’451 6’033 38’262 67°624 795°335
R. de Murcia - 268 1’257 1’525 - 58’000 128°000 176’440
Galicia - 557 640 1’197 - 57228 63’555 72°551
Castilla la Mancha 2 1’076 - 1’078 8000 38’113 - 62°540
C. Valenciana - 459 388 847 - 38’369 108’696 59’786
Navarra - 1’090 27 1’17 - 30’345 357000 34°021
Extremadura - 674 12 686 - 40’854  254°084 30’584
Canarias 3 59 182 244 10’000 41°949  80°027 17°030
Catalufia 3 210 52 265 7°060  22°273 44°277 7°000
La Rioja - 179 3 182 - 31°000  42°000 5’675
Pais vasco 93 128 47 268 8’425 15’713 32’170 4°307
Aragén - 172 3 175 - 17°326  47°000 3’121
Castillay Leon - 118 3 121 - 20’534 28’500 2°509
Baleares - 65 31 96 - 20°870  37°000 2°504
P. de Asturias 42 10 - 52 7°900 14’600 - 478
Madrid - 11 1 12 - 27°000  50°000 347
Cantabria 3 - - 3 12°000 - - 36
Espafia 161 6’633 13°525 20°319 8’130 37°410 74’185 1°274°264

2. TAXONOMIA, DOMESTICACION Y DIFUSION

2.1 Taxonomia

Las especies del género Capsicum pertenecen a la familia tropical Solanaceae, de la
gue son miembros otros cultivos importantes como el tomate, la patata, el tabaco y la
planta ornamental petunia. Los frutos Capsicum son llamados de formas muy diversas,
dependiendo de la especie, el cultivar o la zona. En Espafia son conocidos por los

términos pimientos, chiles, ajies o ajis, guindillas, tabasco, etc. [7].

La gran variabilidad de formas existentes en las especies cultivadas y la diversidad
de criterios utilizados en la clasificacion, han convertido la taxonomia dentro del género

Capsicum en un asunto histéricamente complejo. En los primeros trabajos del botanico
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Armando Hunziker en 1956, se consideraba que el género estaba dividido en tres
secciones, Tubocapsicum y Pseudoacnistus, con una sola especie cada una (C.
anomalum y C. brevifolium, respectivamente) y la tercera seccion, homoénima al género
Capsicum, que incluia 24 especies [8]. La falta de una taxonomia estable y de consenso
sobre la nomenclatura de las especies domesticadas motivaron una reunion de expertos
sobre recursos genéticos de Capsicum en 1980, convocada por el International Board
for Plant Genetic Resources (IBPGR). Desde entonces la clasificacion ha estado bajo
revision continua de manera que en la actualidad el género Capsicum incluye al menos

37 especies silvestres y 5 especies cultivadas (Tabla 4) [9].

Capsicum annuum

Es la especie méas importante y representada a nivel global y con mayor diversidad
varietal, siendo C. annuum var. annuum la predominante en Espafia y Europa (Figura 2)
[10]. Las flores son solitarias en cada nudo, aunque ocasionalmente fasciculadas; de
corola blanca lechosa (a veces parpura) y peétalos rectos (Figura 2). En el céaliz de los
frutos maduros no existe constriccion anular en la union con el pedicelo (a veces
rugoso), y cuenta con venas que se prolongan a menudo en dientes cortos. La carne del
fruto suele ser firme, con semillas color crema. EI nimero cromosémico es 2n = 24, con

dos pares de cromosomas acrocéntricos.

Normalmente se clasifican segln las caracteristicas del fruto, como la pungencia, el
color, la forma, el sabor, el tamafio y el uso. Una clasificacion principal seria la
tipificacion segun frutos picantes o no picantes, también conocidos como dulces,
aunque hay tipos con cultivares tanto picantes como dulces (ej. Yellow Wax y Cherry)
[7]. Dentro del grupo de los dulces estan los de tipo bell o morrén, como el “California
Wonder” y Lamuyo, también otros tipos como el “Pepperoncini”, y dentro de los
picantes o semipicantes los Jalapefios, los Serranos, el chile Cayena, chile de Arbol, las
guindillas, el Pimiento de Padrén, Ancho/Mulato, Pasilla, Mirasol, etc. C. annuum var.
glabriusculum se encuentra normalmente como forma silvestre, también conocido como
“bird pepper”, con frutos de pequeiio tamafio de 2 cm de largo y 1 cm de ancho. En
México estos chiles silvestres se conocen como tipo Chiltepin, con frutos de forma

redonda y tipo Piquin, con forma ovalada [7].



Tabla 4. Listado de especies y variedades botanicas del genero Capsicum. [9].

Especie!

.annuum L.

. annuum var. annuum L.

. annuum var. glabriusculum (Dunal) Heiser & Pickersgill
. baccatum L.

. baccatum var. baccatum L.

. baccatum var. pendulum (Willd.) Eshbugh
. baccatum var. praetermissum (Heiser & P. G. Sm.) Hunz.
. baccatum var. umbilicatum (Vell.) Hunz. & Barboza
. benoistii Hunz. Ex Barboza

. buforum Hunz

. caatingae Barboza & Agra

. caballeroi M. Nee

. campylopodium Sendtn.

. cardenasii Heiser & P. G. Sm.

. ceratocalyx M. Nee

. chacoense Hunz.

. chinense Jacq.

. coccineum (Rusby) Hunz.

. cornutum (Hiern) Hunz.

. dimorphum (Miers) Kuntze

. dusenii Bitter

. eshbaughii Barboza

. eximium Hunz.

. flexuosum Sendtn.

. friburgense Bianchetii & Barboza

. frutescens L.

. galapagoense Hunz.

. geminifolium (Dammer) Hunz.

. hookerianum (Miers) Kuntze

. hunzikerianum Barboza & Bianchetti

. lanceolatum (Greenm.) C. V. Morton & Standl.
. leptopodum (Dunal) Kuntze

. longidentatum Agra & Barboza

. longifolium Barboza & S. Leiva

. lycianthoides Bitter

. minutiflorum (Rusby) Hunz.

mirabile Mart. Ex Sendtn.

. mositicum Toledo

. neei Barboza & X. Reyes

. parvifolium Sendtn.

. pereirae Barboza & Bianchetii

. piuranum Barboza & S. Leiva

. pubescens Ruiz & Pav.

. rhomboideum (Dunal) Kuntze

. schottianum Sendtn.

. scolnikianum Hunz.

. tovarii Eshbaugh et al.

. villosum Sendtn

. villosum var. muticum Sendtn.

. villosum var. villosum

formatos en negrita indican las especies/variedades cultivadas.
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Figura 2. Flor tipica de la especie C. annuum [11] y variabilidad para formay color de
fruto dentro de esta especie [12].

Capsicum chinense

En Latinoamérica el cultivo de esta especie esta muy extendido, conocida por los
chiles de tipo Habanero. Tiene dos o0 mas flores por nudo (en ocasiones solitarias). La
corola es blanca-verdosa (a veces purpura) y pétalos rectos (Figura 3). En esta especie
se encuentra que el céliz de los frutos maduros suele presentar una constriccién anular
en la union con el pedicelo. La carne del fruto es firme y las semillas color crema. El

nimero cromosémico es 2n = 24, con un par de cromosomas acrocéntricos [13].

La diversidad en la forma de los frutos es tan amplia como en C. annuum, y pueden
llegar a ser muy aromaticos, extremadamente picantes y de pungencia persistente. La
cuenca Amazoénica es la zona que concentra mayor diversidad de tipos, ademas, C.
chinense es de las especies mas comunes cultivadas en el Caribe. Los tipos mas
comunes son el Habanero y “Scotch Bonnet” (Figura 3). E1 Habanero tiene forma de
farolillo, con 6 cm de largo y 2.5 de ancho, naranja, amarillo, blanco o rojo en la
maduracion y muy picante. El “Scotch Bonnet” con forma de boina, estd muy extendido
en Jamaica, con tamafio y pungencia similares a las del Habanero, madura a amarillo,
blanco, rojo o naranja, y en raras ocasiones a color chocolate. Ambos se utilizan en
fresco para salsas, incorporados directamente a platos cocinados o fermentados para
elaborar salsas picantes [7]. Otro cultivar popular es ¢l “Carolina Reaper”, el cual desde
2013 esta considerado como el mas picante del mundo, con un maximo de 2.2 millones
de unidades Scoville (Figura 3) [14].



Figura 3. Flor y frutos de la especie C. chinense [15]. Cultivares de izquierda a derecha:
Habanero (CCO0), “Scotch Bonnet” [16] y “Carolina Reaper” [17].

Capsicum frutescens

Tiene especial importancia en los mercados asiatico y latinoamericano, sobre todo
procesado como “Tabasco” [18]. Las flores también son solitarias en cada nudo (en
ocasiones fasciculadas), de pedicelos erectos en la antesis pero flores tumbadas. La
colora es blanca-verdosa y el céliz de los frutos maduros tampoco tiene constriccion
anular en la union con el pedicelo (a menudo rugoso) (Figura 4). La carne del fruto
suele ser blanda y con semillas color crema. EI nimero cromosémico es igual que los

anteriores, con un par de cromosomas acrocéntricos.

Aungue no tiene tanto cultivares como C. annuum o C. chinense, la mayoria de los
pimientos referidos como “bird peppers” en Africa y Asia pertenecen a la especie C.
frutescens. El Tabasco es de los cultivares méas comunes, con un fruto de 2.5 a5 cm de
largo y 0.5 cm de ancho, de color amarillento o amarillo-verdoso en inmaduro y rojo en
la maduraciéon. Los frutos tienen una pungencia elevada y los maduros rojos son
utilizados para la elaboracion de la salsa Tabasco®. El cultivar Malagueta también es
importante, especialmente en Brasil, conocido en Africa como “Zimbabwe Bird”, asi
como el cultivar hibrido interespecifico con C. chinense “Naga Jolokia” (también “Bhut
Jolokia” o “Ghost Pepper”) que llegé a ser durante unos afios el méas picante a nivel
mundial [7,19].
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Figura 4. Flor tipica de la especie C. frutescens [20]. A la derecha, frutos erectos del
cultivar Tabasco [21] y frutos del cultivar hibrido “Naga Jolokia” [22].

Capsicum baccatum

Es de las especies cultivadas mas comunes en América del Sur, comunmente
conocida como aji. La variedad C. baccatum var. pendulum es la empleada para
consumo mientras que C. baccatum var. umbilicatum tiene importancia a nivel
ornamental. Las flores de esta especie son solitarias en cada nudo, de corola blanca-
verdosa, con manchas difusas amarillas, marrones o verde oscuras en la base de los
pétalos, éstos ligeramente revolutos (Figura 5). El céliz de los frutos maduros no
presenta la constriccion anular como C. chinense, pero consta de venas prolongadas en
dientes prominentes. La carne del fruto es firme y las semillas son de color crema.
Como los anteriores, el nUmero cromosdémico es 2n = 24, con un par de cromosomas

acrocentricos [13].

Tiene tantos tipos de fruto como C. annuum, dependiendo de la forma, color y
tamario (Figura 5). El grado de pungencia de los frutos es muy variable, desde media
hasta muy alta (50’000 unidades Scoville), al igual que la diversidad de aromas y
sabores. El Aji Amarillo, también conocido como “Yellow Pepper”, “Yellow Peruvian
Pepper” o Aji Escabeche es de los tipos mas comunes. Los frutos tienen de 10 a 15 cm
de longitud, un color naranja intenso en la maduracién, sabor afrutado y pungencia
intensa. Son utilizados en la elaboracion del plato popular ceviche. Otros cultivares
importantes son el “Bishop’s Crown”, también conocido como “Christmas bell”,

“Joker’s hat” o “Peri peri”, llamado asi por su forma caracteristica acampanada (Figura
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5), y el “Lemon drop pepper” 0 Aji Limén, de sabor citrico y frutos con forma cénica,

de 6 cm de largo y 1.2 cm de ancho [2,7].

Figura 5. Flor con manchas amarillas y verdes de la especie C. baccatum [23].
Diversidad varietal en los frutos de la especie [24] y frutos del cultivar “Bishop’s
Crown” [25].

Capsicum pubescens

Conocido comunmente como aji rocoto/locoto, a pesar de ser préacticamente
desconocido para el mercado occidental, tiene gran relevancia en la region andina [10].
De flores solitarias en cada nudo, con pedicelos erectos en antesis pero flores tumbadas.
Dichas flores son de color parpura (ocasionalmente con los margenes y/o el tubo
blanco), pétalos usualmente rectos y largos nectarios (Figura 6). No presenta
constriccion anular en el caliz de los frutos maduros, y tiene venas prolongadas en
dientes. La carne del fruto es firme y las semillas son de color oscuro. EI numero
cromosomico es igual a los anteriores, también con un par de cromosomas acrocéntricos
[13].

Los frutos de C. pubescens varian en forma y color, sin embargo no existe tanta
diversidad como para C. annuum. Tienen formas desde elongadas a esféricas y pueden
tener un cuello pronunciado, madurando en rojo, naranja o amarillo, con carne gruesa
no recomendable para el deshidratado, combina la suavidad y jugosidad del pimiento
morrdn junto con la pungencia del Habanero (Figura 6). Existen numerosas variedades
locales en la zona desde los Andes de Per( hasta las tierras altas de México. Los tipos
mas relevantes son el Manzano, con forma propia del nombre y color rojo, y el tipo
Peron, con forma de pera y color amarillo. Otros nombres conocidos son Siete Caldos y

Caballo, ambas denominaciones referentes a la intensa pungencia [7].
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Figura 6. Foto de la tipica flor color parpura y tallos pubescentes de C. pubescens [26].
De izquierda a derecha, frutos de los tipos varietales Manzano y Peron [27,28].

2.2 Origen, domesticacion y difusién de pimientos y otros frutos Capsicum

Todas las especies del género tienen su origen en América. Existen varias hipotesis
sobre el origen concreto, pero la de mayor extension en la comunidad cientifica es la
teoria defendida por McLeod et al. [29], que propone un origen Sudamericano del
género en un “area nuclear” del altiplano boliviano. De esta manera, el proceso
migratorio hacia el norte (Andes) y hacia el sur (Amazonia) separd evolutivamente los
taxones, dando lugar a cambios genéticos significativos y originando especies distintas.
Segun esta hipdtesis, el grupo de flores parpura (C. eximium) habria migrado a las
tierras altas de los Andes, dando lugar por seleccién direccional a C. cardenasii por
efecto fundador y a C. pubescens como especie domesticada. El ancestro que originé el
grupo de flores blancas dio lugar a C. baccatum en el area relativamente seca y de
altiplano del sur de Bolivia. El grupo de flores blancas seguiria su migracion fuera del
area nuclear, hacia las tierras bajas de Bolivia tropical y de la cuenca amazénica. Estas
formas darian lugar posteriormente a la rama que alumbraria al complejo annuum
(Figura 7). Finalmente, el complejo annuum experimentd al menos dos procesos de
domesticacion, por un lado en la Amazonia dando lugar a C. frutescens y C. chinense y,

por otro lado, en México y parte de Mesoamérica generando C. annuum [30].

Todo este proceso de domesticacion condujo a una variacion paralela en las diversas
especies domesticadas: sabor del fruto desde dulce hasta extremadamente picante, color

inmaduro desde blanco hasta verde intenso, color en madurez desde amarillo a rojo
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oscuro, morado o chocolate, forma desde larga y estrecha hasta corta y redondeada,

porte de recto a pendiente, etc. [31].
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Figura 7. Centro de origen y centros de domesticacion del género Capsicum en la
época precolombina [32].

La expansion del pimiento al resto del mundo tuvo lugar con gran rapidez. En la
Europa del siglo XV, las especias tenian un gran valor econémico, dado su importante
papel en la época como conservadoras de los alimentos, saborizantes y preventivas de
parasitos intestinales [13,33]. Colon pretendia encontrar un camino mas corto hacia las
islas del Extremo Oriente para adquirir especias y tomar el control del mercado para la
Corona Espafiola. La expedicién se financié para buscar una ruta alternativa hacia Asia,
y evitar asi la ruta africana controlada por Portugal. En su lugar lo que hallé fue una
nueva y gran diversidad de plantas alimenticias, entre las cuales se encontraban los
pimientos, chiles y ajies, siendo una de las primeras plantas cultivadas en Mesoamérica
y, desde la época prehispanica, parte importante de la dieta regional [34-36]. En este
marco, los frutos Capsicum representaban una alternativa muy viable a la apreciada
pimienta de Asia (Piper nigrum L.), lo que favorecio una rapida expansion por el Viejo
Mundo.

En el siglo XVI, la difusion por Europa fue notable. Primero, desde Espafa hacia el

Mediterraneo, Inglaterra y Europa Central y luego, se difundirian C. frutescens y C.
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chinense por los portugueses, desde sus colonias en lo que hoy es Brasil hacia sus areas
de influencia en Africa e India [37]. Paraddjicamente, fueron pioneros espafioles
quienes a finales del siglo XVI introdujeron el pimiento y chile en la zona suroeste
estadounidense (Texas, Nuevo Meéxico, Arizona), teniendo una difusion posterior hacia

la costa oriental, i.e. California [13].

3. BOTANICA, REQUERIMIENTOS, MANEJO DEL CULTIVO Y
FERTILIDAD

3.1 Botéanica

El pimiento es una planta que en su habitat natural se desarrolla de forma perenne,
sin embargo, comUnmente se cultiva como una herbacea anual. Es una planta
dicotiledénea de germinacion epigea, variando los cotiledones en tamafio y forma,
aunque generalmente presentan su ancho maximo en la parte media, estrechandose
hacia la base y el apice (Figura 8) [7].

A M

Figura 8. llustracion de los caracteres de
la especie Capsicum annuum [38].
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Las raices del pimiento son fibrosas, con una raiz principal vigorosa y raices laterales
de distribucion uniforme. La mayoria de las raices se localizan cerca de la superficie del
suelo, con un crecimiento horizontal entre 30 y 50 cm y un crecimiento en profundidad
entre 30 y 60 cm. Los tallos jovenes son angulares y se vuelven circulares en la seccion
media con la maduracion, a excepcion de C. baccatum, de tallos cuadrangulares. El tallo
puede presentar pigmentacion por antocianinas y puede ser glabro, pubescente o de
formas intermedias. Los hay de crecimiento indeterminado y semi-indeterminado (la
planta ralentiza el crecimiento con la aparicion de frutos). El cultivar y las condiciones
de cultivo determinaréan la altura y la forma de desarrollo [7,13]. Las hojas varian en
tamario, forma y color, aunque la mayoria son simples, enteras y simétricas. Pueden ser
lisas o arrugadas y glabras o subglabras. Algunas son pubescentes como en las plantas
de tipo serrano o en la especie C. pubescens. Tienen una forma entre lanceolada, eliptica
y aovada, con el borde entero o ligeramente sinuoso en la base. Normalmente son de
color verde, aunque también las hay de tipo morado, variegado o amarillento. El peciolo
puede ser largo o muy corto, casi sésil, dependiendo de la especie y cultivar. Se
desarrollan en racimos, individualmente en forma de espiral (forma comun en el eje

principal) o por parejas opuestas.

La mayoria de las especies Capsicum tienen flores autocompatibles, a excepcion de
C. cardenasii y algunas accesiones de C. pubescens. Sin embargo, en muchas zonas la
polinizacién cruzada puede ser predominante y el porcentaje puede variar desde el 2 al
90%, dependiendo de varios factores agronémicos y ambientales [39]. Habitualmente,
la flor de Capsicum es pentdmera, hermafrodita e hipdgina. La corola es rotada, con 5 a
7 pétalos de 10 a 20 mm, siendo campanulada para C. cardenasii y C. tovari. La flor de
C. annuum tiene un didmetro de 10 a 15 mm, siendo méas pequefias en las especies
silvestres. La corola tiene un color liso o también puede aparecer moteado dependiendo
de la especie y la mayoria son de color blanquecino. Existe un nimero pequefio de
accesiones de C. annuum con corolas moradas. C. frutescens tiene una flor verdosa y en
C. eximium, C. pubescens y C. cardenasii son caracteristicas las flores moradas [7].
Para C. annuum las flores suelen ser solitarias en las axilas de las ramas, aunque otras
accesiones como mirasol o especies como C. chinense tienen multiples flores en los
nudos [40]. En C. annuum el céliz es campanulado y acanalado, con 5 a 7 dientes, de 2
mm de longitud y con pedunculo torcido hacia abajo en la antesis. En C. chinense el

caliz tiene una constriccion anular caracteristica. En la mayoria de las especies
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domesticadas es persistente, ddndose el caso contrario en las silvestres. La longitud del
pedicelo del fruto varia desde 10 a 20 mm segun el tipo de fruto. Los granos de polen
son elipticos, con tres segmentos y de color amarillo llamativo [7]. Los frutos son muy
diversos en forma, tamafio y color. Son bayas huecas que albergan dos o mas loculos,
cada uno dividido por una placenta central. Dicha placenta contiene vesiculas de
oleorresinas y capsaicinoides, pero fundamentalmente es el lugar de insercion y sustento
de las semillas. Habitualmente los frutos tienen semillas, aunque también existen tipos
partenocarpicos sin semilla. Las semillas son aplanadas y discoidales, de 2.5 a 6.5 mm
de longitud y 0.5 a 5 mm de ancho, generalmente de color blanco amarillento y una
profunda depresion en la chalaza. También pueden tener un color tostado y en la especie

C. pubescens son arrugadas y negras [7,13].

3.2 Exigencias agrocliméticas

El pimiento es un cultivo propio de la estacion célida, con requerimientos similares a
otras solandceas como el tomate y la berenjena, si bien algo mas exigente,
especialmente en temperatura y luminosidad, aunque existen tipos con frutos pequefios
que se adaptan a condiciones mas extremas. Es altamente susceptible a las heladas y su
crecimiento se ve afectado por temperaturas inferiores a 15 °C, siendo las temperaturas
diurnas éptimas entre 23 y 25 °C, y las nocturnas entre 18 y 20 °C (con un diferencial
térmico entre el dia y la noche entre 5y 8 °C) [13]. La germinacién se ve favorecida en
suelos con temperaturas entre 24 y 30 °C [7]. Existe una relacién directa entre la caida
de flores y frutos recién cuajados con temperaturas elevadas, particularmente asociadas
a humedades relativas bajas. En una fase mas avanzada de su desarrollo, el fruto resulta
menos sensible a estos efectos [41]. Las bajas temperaturas pueden reducir la viabilidad
del polen y favorecen la formacién de frutos partenocarpicos, alargados o deformados o
demasiado apuntados. La humedad relativa 6ptima esta en un rango entre el 50% vy el
70%, favoreciéndose el desarrollo de enfermedades en la parte aérea con valores muy
elevados de humedad [13].

Igualmente, el pimiento es mas exigente en agua y suelo que el tomate, siendo mas
sensible a la salinidad y a la asfixia radicular o encharcamiento. Como para la mayoria
de los cultivos, el suelo recomendable para la produccion de pimiento se describe como

profundo, bien drenado y aireado, de textura medio arenosa o suelo franco, permeable y
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que mantenga la humedad y rico en materia orgéanica (ya que el pimiento es muy
exigente en nitrégeno en las primeras fases del cultivo). La mayoria crecen en suelos
con un rango de pH entre 7 y 8.5, aunque se adapta bien a cierto grado de acidez [7,13].
En areas de lluvia regular y abundante la irrigacion no es necesaria, si bien es esencial
en las regiones aridas y semiaridas. Aungue las plantas de pimiento son resistentes a la
sequia, el cuajado de los frutos se ve afectado. La irrigacion es esencial en la produccion
de pimiento, especialmente durante la temporada de crecimiento [7]. Para un cultivo de
pimiento en primavera se han estimado unas necesidades hidricas de 1000 L-m [13].
Un estrés hidrico durante la floracion y cuajado de frutos puede producir su caida. Por
otro lado, las plantas que sufren estrés hidrico generalmente producen frutos més

picantes.

3.3 Manejo del cultivo

El cultivo del pimiento al aire libre puede iniciarse desde una siembra directa en el
campo 0, mas habitualmente, a través del trasplante de la plantula, en forma de raiz
desnuda o como cepelldn. Las plantas obtenidas a través de trasplantes son mas
uniformes, pueden tolerar mejor los estreses abioticos y bidticos y pueden alcanzar
antes la maduracion comparadas con aquellas provenientes de siembra directa [7]. La
planta comercial del pimiento se obtiene de semilleros, con 6-8 semanas de edad y 15-
20 cm de altura, trasplantandose a mano, generalmente, o con la ayuda de instrumentos
de trasplante (plantador de hortalizas), en fechas que permitan el desarrollo del cultivo
durante el periodo estival o seco. Existen numerosas variantes en el marco de
plantacion, utilizandose densidades entre 50’000 y 70’000 plantas-ha™, con distancias
entre lineas de 70 a 100 cm, y 25 y 50 cm entre plantas, dependiendo del cultivar y tipo

de crecimiento [7,13].

Como labores culturales son importantes los aporcados que eviten el contacto directo
del tallo con el agua de riego, las podas de formacién con una concentracién de la
produccidn en dos o tres ramificaciones, las podas de regeneracion tras la recoleccion de
los frutos de los primeros pisos, y el entutorado en plantas altas y cargadas de frutos
para evitar que se quiebren o que los frutos toquen el suelo [13]. El uso del mantillo o
acolchado también estd bastante extendido dadas sus ventajas en el incremento de

rendimientos tempranos, retencion de la humedad, control de plantas adventicias,
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reduccion de la lixiviacion de fertilizantes, disminucion de la compactacién del suelo,
proteccion del fruto de los depositos del suelo y sus microorganismos y facilitacion de

la fumigacion [7].

El cultivo de pimiento en invernadero también esta muy extendido por sus ventajas
en cuanto a la proteccion de condiciones climaticas adversas y plagas, asi como la
posibilidad de tener una temperatura elevada todo el afio. Los tineles son otra forma de
cultivo que permiten alterar los microclimas bajo condiciones de cultivo al aire libre,

siendo mas econdmicos que los invernaderos [7].

El estado del fruto de pimiento y nimero de cosechas depende del uso final de éste,
asi como de los mercados, variedad y las condiciones climaticas. La mayoria se recogen
en el estado fisiologico inmaduro (maduro a nivel horticola, en verde), aunque la
industria para deshidratado y elaboracion de pastas los requieren en estado fisiol6gico
maduro (con coloracion por carotenoides, en rojo, naranja o amarillo). La cosecha se
prolonga durante dos o tres meses, debido a su fructificacion escalonada, habitual en la
mayoria de las variedades de este cultivo. Los frutos son cosechados manualmente en la
mayoria de los casos ya que asi se mejora la calidad. El personal cosechador puede
descartar in situ los frutos podridos, deteriorados, inmaduros o pasados. Ademas, las
plantas se ven menos dafiadas, de manera que no sélo se obtienen frutos de mejor

calidad sino que también aumenta el rendimiento por unidad de area [7,13].

Las plantas silvestres son un problema para el cultivo de pimiento, sobre todo en las
fases iniciales del cultivo, en cuanto a la competencia por los nutrientes, luz y agua, ya
que reducen el rendimiento, adicionalmente en la fase productiva, dificultan la
recoleccion de frutos y pueden producir obstrucciones en la maquinaria. Los programas
de control de plantas silvestres difieren segin los sistemas de cultivo y areas,
encontrando distintas practicas culturales, mecanicas y quimicas. Las practicas de
acolchado pueden reducir el crecimiento de las plantas espontaneas, las escardas antes y
durante el cultivo también son eficientes, asi como tratamientos de solarizacion del
suelo antes del cultivo y finalmente, la aplicacion de herbicidas es otra opcion, cuando

los contextos lo autoricen [7].

Las plagas y enfermedades constituyen restricciones primordiales en la produccion
del cultivo, influyendo tanto en el rendimiento como en la calidad y variando segin la

zona y la época especifica. Estas enfermedades y dafios las causan agentes de tipo
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abidtico, como niveles extremos de temperatura, humedad, luz, nutrientes, pH,
contaminantes del aire y fitosanitarios, asi como agentes bioticos, como las bacterias,
hongos, micoplasmas, virus, insectos y nematodos [42]. El control de plagas y
enfermedades resulta fundamental en el rendimiento final del cultivo, siendo primordial
un diagnostico correcto y a tiempo. Las estrategias de control han de adecuarse tanto al
tipo de sistema de cultivo como a la zona geogréfica. La rotacion de cultivos es una
practica especialmente recomendable, asi como la adecuacion de marcos de plantacion
que permitan el correcto aireamiento y el uso de variedades resistentes o tolerantes.
Ademas, se debe partir de semillas o plantulas sanas, comprobar el agua en la zona de la
raiz y cuello, controlar la presencia de insectos vectores y emplear técnicas sanitarias
como la desinfeccion y limpieza de los materiales y los equipos [7]. Es esencial un
correcto manejo de las practicas culturales junto con métodos de control como la lucha
biologia. También pueden emplearse sustancias fitosanitarias, aunque éstas tienen

restricciones segun el tipo de sistema de cultivo, la zona y los riesgos [43].

3.4 Importancia de la fertilidad del suelo para el cultivo del pimiento: medida

indirecta a través de la actividad enzimatica

Una fertilidad Optima es esencial para el desarrollo del cultivo del pimiento. Ademas,
el pimiento requiere cantidades adecuadas de la mayoria de macro y micronutrientes y
deficiencias nutricionales durante el periodo de crecimiento pueden causar pérdidas
tanto en la calidad como en el rendimiento del cultivo [7,44]. La fertilidad del suelo es
la cualidad de éste para sustentar la vida vegetal y depende de diversos factores
quimicos, fisicos y biologicos interdependientes [45], como la disponibilidad de
nutrientes para las plantas, la capacidad de retencién de agua, y la estructura del suelo
influyente en el desarrollo de las raices. La medida de la fertilidad implica, por tanto,
analizar maltiples parametros de calidad y salud del suelo para integrarlos y hacer un
analisis mas amplio de la situacion general. Dada la dificultad de dichos
procedimientos, otra posibilidad seria la seleccion de factores especificos y su
evaluacion a lo largo del tiempo [46]. En agricultura, la actividad de las enzimas
involucradas en los ciclos de los nutrientes del suelo ha sido uno de los indicadores
empleados para ello junto con otros indicadores bioldgicos [47,48]. La liberacion

enzimatica por secrecién o lisis celular es un proceso constante por parte de los
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organismos vivos como las raices de las plantas, siendo una pequefia parte la que queda
estable después de procesos de desnaturalizacién, inactivacion o degradacion [46]. La
medida de la actividad de las enzimas fosfatasa alcalina y catalasa ha sido utilizada

como método de evaluacion de la fertilidad de los suelos [49,50].

Actividad fosfatasa alcalina

Dentro del amplio grupo de las enzimas fosfatasas estd el grupo de las fosfatasas
alcalinas como tipo de enzimas hidrolasas, al catalizar la hidrdlisis de compuestos
organicos fosforados a formas inorgénicas utilizables por las plantas [51]. Estas enzimas
se originan mayoritariamente en las raices de las plantas, hongos y microorganismos del
suelo y pueden ser un buen indicador de la mineralizacién potencial del fésforo
organico y la actividad bioldgica del suelo. Dicha actividad enzimatica tiene relacion
con las condiciones del suelo y la vegetacion, viéndose influenciada por cambios en el

manejo del cultivo y fluctuaciones estacionales de temperatura y humedad [52].

Actividad catalasa

Las catalasas son otro ejemplo de enzimas importantes, del grupo de las
oxidorreductasas, ya que actian como enzimas antioxidantes degradando el H20:
generado en los procesos metabdlicos de los organismos vivos, como la oxidacion
fotorrespiratoria y la B-oxidacion de los acidos grasos. Se encuentra fundamentalmente
en los peroxisomas de las células a nivel intracelular, ademas de estar en todas las
bacterias aerobicas y en la mayor parte de los organismos anaerobios facultativos. Por
ello, la medida de la actividad de esta enzima se ha correlacionado con el indice de la
biomasa edafica y como componente de indices de fertilidad [53]. Estan relacionadas
con el mantenimiento del balance redox durante condiciones de estrés oxidativo y el

estrés ambiental tiene influencia en la intensidad de su actividad [54].
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4. CARACTERES DE INTERES EN LA MEJORA DEL PIMIENTO:
CALIDAD NUTRICIONAL Y ORGANOLEPTICA

Establecer los objetivos de mejora en la calidad del pimiento y otras especies de
Capsicum resulta algo complejo ya que existen diversos pardmetros que definen la
calidad del fruto. Los factores de calidad que han tenido mayor relevancia en la mejora
han sido los relacionados con la calidad organoléptica, la capacidad colorante y el valor
nutritivo. La importancia de estos pardmetros dependerd del uso del fruto, de manera
que en el uso como hortaliza la calidad organoléptica, el valor nutritivo y la calidad
externa seran fundamentales, mientras que en la aplicacion como especia seran la
pungencia y la capacidad colorante los atributos de mayor interés [10]. Al igual que
otros aspectos del fruto como el tamafio, la forma y el color, las caracteristicas
organolépticas y la composicion nutricional varian segun la especie, el cultivar, el

estado de madurez y las condiciones de cultivo y postcosecha [55-59].

4.1 Calidad nutricional y compuestos bioactivos

La calidad nutricional es la capacidad de los alimentos de proporcionar los elementos
nutritivos que se necesitan para una buena salud [60,61]. En hortalizas como el
pimiento, esta calidad depende de la cantidad y calidad de macronutrientes (proteinas,
carbohidratos y lipidos) y micronutrientes (vitaminas, elementos minerales, acidos
grasos y aminoacidos esenciales) que proporcionan. El contenido nutricional del

pimiento es alto comparado con otras hortalizas de amplio consumo (Tabla 5).

Dentro de la calidad nutricional se encuentra lo que se denomina “calidad
nutracéutica” de los alimentos, que se refiere a alimentos o partes de ellos que
proporcionan beneficios médicos o para la salud, incluyendo la prevencién y/o el
tratamiento de enfermedades [62]. A menudo, las moléculas de origen vegetal con
accion beneficiosa para la salud se denominan compuestos bioactivos. Dichos
compuestos serian los responsables de los beneficios aportados por los alimentos

nutracéuticos.
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Tabla 5. Composicion de pimientos dulces y picantes (por 100 g de porcion comestible)
y otras hortalizas y frutas de consumo habitual [63,64].

lelentql Tomate  Zanahoria  Kiwi Naranja
Dulce Picante

Agua (%) 94 88 94 89 72 89
Energia (kcal) 19 40 18 33 42 35
Proteinas (g) 0.9 2.0 1.0 0.9 1.0 0.8
Lipidos (g) 0.2 0.2 0.3 0.2 0.4 trazas
Carbohidratos (g) 3.7 9.5 3.0 7.3 9.1 8.6
Fibra (g) 1.2 1.8 15 2.9 1.6 2.0
Na (mg) 2 -- 3 77 3 3
Ca (mg) 12(2) 18(2) 11 41 21 36
Fe (mg) 0.5(4) 1.2(9) 0.6 0.7 0.3 0.3
Mg (mg) 11(3) - 10 13 13 12
K (mg) 210(11) 340(17) 290 255 250 200
Vit. A (retinol, ug equiv.) 94(12) 120(15) 207 1333 5 33
Vit. By (tiamina, mg) 0.05(5) 0.09(8) 0.06 0.05 0.01 0.10
Vit. B, (riboflavina, mg) 0.04(3) 0.09(6) 0.04 0.04 0.03 0.03
Vit. Bs (niacina, mg) 0.90(6) 0.95(6) 0.80 0.60 0.30 0.30
Vit. Be (pirodoxina, mg) 0.17(12)  0.28(20) 0.11 0.15 0.13 0.06
Vit. C (ac. ascorbico, mg) 131(164) 243(304) 26 6 51 50
Vit. E (mg) 0.8(7) 1.1(9) 1.2 0.5 - 0.2

los valores entre paréntesis corresponden a % CDR.

Los compuestos bioactivos mas importantes en el pimiento son:

Vitaminas

El pimiento contiene una importante fuente de vitaminas o precursores de las
vitaminas A, C, By, Bz, B3, Bs y E. Las mas relevantes por su elevado aporte a la dieta

son las vitaminas A, C y E [10].

La vitamina A, retinol o axeroftol, previene la xerolftalmia (proceso degenerativo del
globo ocular que puede ocasionar ceguera). La falta de esta vitamina puede llevar a
infecciones agudas, mortalidad infantil, afecciones epiteliales y algunos tipos de cancer
[65]. Ademas, se le atribuyen propiedades antioxidantes y anticancerigenas [66,67]. En
el pimiento, la vitamina A se encuentra en forma de provitaminas o sustancias
precursoras: a-caroteno, P-caroteno, y-caroteno y B-criptoxantina. El p-caroteno es el
maés efectivo ya que de cada molécula se obtienen dos de vitamina A, mientras que el a-

caroteno y la B-criptoxantina proporcionan una molécula por molécula de provitamina
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[13]. Ademas, el B-caroteno puede suponer mas del 90% del aporte diario en
provitamina A en algunos frutos maduros de pimiento, siendo el contenido mayor que

en los frutos inmaduros [65,68].

La vitamina C o &cido ascorbico, fundamentalmente en forma de L-ascorbico (Figura
9), es esencial para la prevencion del escorbuto (enfermedad que provoca hemorragias
frecuentes en encias, incluso la muerte en cuadros clinicos graves). Esta vitamina se
considera uno de los agentes antioxidantes mas potentes de origen vegetal [69]. Es un
factor de calidad muy importante en los frutos Capsicum, de elevado contenido en esta
vitamina, considerablemente superior a otros frutos como la naranja o el kiwi (Tabla 5)
[64]. Asi como los factores genéticos, el estado de madurez es una componente
altamente influyente en el contenido de vitamina C, aumentando con la maduracion del
fruto [7,58,59]. Dicho contenido también se ve afectado por otros factores de tipo
agrondémico como el cultivo al aire libre o en invernadero, marco de plantacién y riego,
etc. Por su naturaleza hidrofila, en frutos deshidratados o en derivados como el

pimentdn el contenido en acido ascorbico es muy bajo o inapreciable [13].

Figura 9. Representacion molecular de la estructura
quimica del acido L-ascérbico.

La vitamina E también es un potente antioxidante, gracias a su capacidad para limitar
la oxidacion y neutralizar los radicales libres, aconsejandose para la prevencién de la
arteriosclerosis y el cancer [65]. Aparece en proporciones considerables en el pimiento,
en forma de a-tocoferol en el pericarpio y y-tocoferol en las semillas [70]. Como otros
compuestos nutricionales, el contenido de esta vitamina depende, entre otros, del

genotipo, estado de madurez, practicas culturales y ambiente [71].
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Polifenoles

Los compuestos fenolicos o polifenoles son muy comunes en el reino vegetal. Son
metabolitos secundarios producidos naturalmente por las plantas a través de las vias
pentosa fosfato, shikimato y fenilpropanoide [72]. La unidad basica consiste en un
grupo de hidrocarburo aromatico con uno o mas grupos hidroxilo, comiunmente en
forma de glucosido (en lugar de aglicona) ya que las unidades fendlicas se esterifican o
metilan y se someten a conjugacion con mono y polisacaridos [73-75].

Las funciones de estos metabolitos secundarios en las plantas son muy amplias:
proteccion frente a plagas, enfermedades y estreses (fitoalexinas e interacciones
alelopaticas), contribucién al sabor, al aroma y al color de frutas y hortalizas (pigmentos
y compuestos volatiles), como reguladores del crecimiento y relacionados con la
integridad estructural (biosintesis de lignina), etc. [76-80]. Estos compuestos
igualmente varian en contenido segun factores genéticos y agroclimaticos [81-83]. Los
polifenoles son compuestos bioactivos muy apreciados en la dieta humana gracias a sus
numerosos efectos beneficiosos derivados de funciones antioxidantes, tales como
actividades antiinflamatorias, antiateroscleréticas, antitumorales, antimutagénicas,

antibacterianas o antivirales [58,84-88].

Estos compuestos son de especial relevancia en los frutos de pimiento por su elevado
contenido, superior al de otras frutas y hortalizas como el tomate, el brécoli o la banana
[89,90]. EI grupo mas abundante en Capsicum son los flavonoides, con una estructura
de dos anillos de fenilo y un anillo heterociclico (C6-C3-C6) (Figura 10) [91]. Se
clasifican en seis clases principales: antocianinas, chalconas, flavonas, flavonoles,
flavandioles y taninos condensados, considerando algunos autores también las auronas
[92]. Los flavonoides mas importantes en pimiento son la quercetina y la luteolina en un

nivel, y la miricetina, el kenferol y la apigenina en otro nivel (Figura 10) [57,93-96].
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Flavonoides

OH O

Quercetina Miricetina Kenferol

Figura 10. Representacion molecular de la estructura general de los flavonoides y de
los mas representativos en pimiento.

Pigmentos carotenoides

Los pigmentos de los frutos de Capsicum se incluyen dentro del grupo de los
carotenoides. Los carotenoides son compuestos terpenoides derivados de la
condensacion de ocho unidades de isopreno. Sus propiedades cromaticas vienen
determinadas segun la presencia de determinados grupos quimicos al final de una
cadena, clasificandose en dos grandes familias: rojos y amarillos/naranjas. Estos
pigmentos pueden encontrarse en las hojas, junto con la clorofila, o en otras partes de la
planta, como raices y frutos [13]. Son uno de los grupos de pigmentos con mayor
relevancia y distribucion e importantes funciones metabdlicas [97,98]. Resultan
esenciales en la realizacién de la fotosintesis por las plantas y como protectores contra
la fotooxidacion. Estos compuestos son Utiles como colorantes alimentarios, lo que ha
permitido utilizar los frutos de Capsicum con este fin durante siglos, siendo los
pimentones y las oleorresinas su version moderna. Ademas, tienen efectos beneficiosos
como antioxidantes, precursores de vitaminas (vitamina A) o agentes antitumorales [99—
101].

En este sentido, los frutos de Capsicum estan entre los productos hortofruticolas méas

ricos en estos compuestos. Las distintas combinaciones de estos pigmentos dan lugar a
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la extraordinaria diversidad cromatica de los frutos maduros del género Capsicum [37],
en el cual se han descrito mas de treinta carotenoides [102]. Cuantitativamente destacan
las xantofilas capsantina y capsorubina entre los del grupo rojo y exclusivos de
Capsicum y B-caroteno, B-criptoxantina, luteina, violaxantina y zeaxantina entre los del
tipo naranja y amarillo [100]. De entre ellos, destacan la capsantina, 3-caroteno, luteina
y zeaxantina al presentarse en niveles nutricionalmente aceptables (Figura 11). El
carotenoide que se encuentra en mayores proporciones en las variedades de fruto rojo es
la capsantina. Este compuesto tiene una mayor actividad antioxidante y de efecto mas
prolongado dentro de los carotenoides. Ademas, previene las cataratas y procesos
degenerativos de la mécula ocular [103,104]. El B-caroteno es un precursor de la
vitamina A. La luteina es un protector frente a enfermedades coronarias, siendo
fundamental, junto a su isomero la zeaxantina, en la proteccion del ojo a la radiacién
solar [102]. La luteina no tiene interés como objetivo de mejora para variedades
consumidas en estado maduro, ya que desaparece con la maduracion. Salvo por la
presencia de luteina y niveles relativamente bajos de B-caroteno, en general, el
contenido en carotenoides de frutos inmaduros es muy bajo. Por el contrario, estos
niveles son muy altos en estado maduro, por lo que la mayoria de los estudios de estos
terpenoides se realizan en fruto maduro [10].

Capsantina 3 3

[-caroteno
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Figura 11. Estructura quimica de los carotenoides mas destacados en pimiento.
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4.2 Calidad organoléptica

La calidad organoléptica hace referencia a la percepcion sensorial por parte del
consumidor. Esta impresion viene dada principalmente por el contenido en azucares,
acidos y compuestos volatiles, asi como de la sensacion de pungencia. Este ultimo
atributo ha tenido gran consideracion en los estudios de mejora varietal, siendo menos

intensa la investigacion en los primeros [10].

Pungencia

La pungencia es la sensacion de ardor propia de los frutos de muchas variedades de
Capsicum que contienen capsaicinoides, unas sustancias de la familia de los vanilloides
que se producen y acumulan en las glandulas de la placenta de los frutos, siendo
exclusivas de este género [10]. Se han identificado una veintena de capsaicinoides,
aunque la capsaicina, dihidrocapsaicina y nordihidrocapsaicina suponen normalmente
méas del 90% de los capsaicinoides totales [105]. Estas sustancias son incoloras,
inodoras y sin sabor, actuando al provocar la irritacion de las terminaciones trigeminales
de las cavidades bucal y nasal [106]. La pungencia se expresa en unidades de calor
Scoville (SHU), medidas a través de un test organoléptico [107]. Este potente efecto
estimulador resulta un atributo muy deseable a nivel culinario en muchas culturas
alrededor del mundo (e.g. “Goulash” hiingaro, “Sambal” indonesio, enchiladas, tacos y
burritos mejicanos, “Huoguo” u “Hot Pot” chino, “Kimchi Jigae” coreano, salsa “Piri-
Piri” africana, “All i Pebre” valenciano). Ademas, la adicion de muchas personas por los
pimientos picantes podria estar explicada por este caracter, ya que el cerebro libera
endorfinas para atenuar la sefial de irritacion, lo cual genera sensacion de bienestar [7].
También existen programas de mejora para eliminar de los frutos este atributo, ya que
muchos consumidores evitan el efecto irritante y prefieren los tipos dulces [10]. Otro
aspecto positivo de los capsaicinoides es que resultan Utiles en la conservacion de
alimentos ademas de atribuirseles efectos beneficiosos para la salud. Por ejemplo, tienen
aplicacibn en la industria farmacéutica como cicatrizantes, antifingicos,
antiinflamatorios y analgésicos, para tratar dolor muscular u otros dolores crénicos
ocasionados por Herpes zoster, cefaleas, artritis reumatoide y osteoartritis [108-111].
Tambien se usan en la industria cosmética y para la elaboracion de aerosoles de defensa
personal [7,112].
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Azlcares y acidos

En cuanto a la composicion de azlcares, predominan la fructosa y la glucosa. Por
otro lado, aunque influye en la calidad organoléptica, la concentracién de &cidos
organicos en pimiento es muy baja. En este caso, el &cido citrico, malico, oxalico,
fumarico, glutamico y succinico son los que predominan en los frutos [113,114]. El
contenido y perfil de azucares y acidos varia en funcion del tipo de fruto, cultivar y
ambiente, siendo mayor en el estado maduro [7].

Compuestos volatiles

El aroma resulta un factor fundamental en la mejora de la calidad organoléptica, ya
que los compuestos volatiles junto con las sustancias sélidas constituyen el flavor,
también conocido como fase gustativa y que engloba tanto el sabor como las
sensaciones olfativas. El aroma determina en gran medida el agrado o desagrado por
parte del consumidor. Sin embargo, los estudios para la mejora de este caracter son
escasos [10]. Asi como para otros caracteres de calidad, se ha visto que el perfil

aromatico varia segun las condiciones agroambientales [115-117].

Los trabajos sobre la fraccion volatil de los frutos Capsicum han puesto en evidencia
la extraordinaria riqueza y diversidad de compuestos que presentan. Ya en los primeros
experimentos Haymon y Aurand aislaron mas de 120 volatiles a partir de aceite esencial
del tipo varietal “Tabasco” y Keller et al. encontraron un centenar de compuestos
volatiles en C. annuum y C. frutescens [118,119]. Més recientemente, Rodriguez-
Burruezo et al. y Kollmannsberger et al. identificaron méas de 300 compuestos volatiles
a partir de 20 genotipos de las especies cultivadas de Capsicum, verificando la riqueza
de volatiles que podemos encontrar en dicho género [120,121].

El compuesto con mayor relevancia en el aroma de los frutos Capsicum es la 2-
metoxi-3-isobutilpirazina (Figura 12) [122,123], responsable del intenso aroma
herbaceo de los frutos del pimiento comiin como los “california”. Es uno de los mas
potentes que se conocen, pudiendo ser detectado por el olfato humano a concentraciones
de 2 partes por billon. Otros compuestos importantes son 2,3-butanodiona (con aroma a

caramelo), 1-penten-3-ona (aroma picante), hexanal (herbaceo), octanal (frutal), cis-B-
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ocimeno (floral), metilsalicilato (mentolado) y diversas iononas y ésteres (aroma frutal)
[7,120].

N
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Figura 12. Estructura quimica de la 2-metoxi-3-
isobutilpirazina, compuesto volatil caracteristico
en frutos de pimiento.

5. LAS VARIEDADES TRADICIONALES: IMPORTANCIA Y
APROVECHAMIENTO

5.1 Importancia y aprovechamiento

Los agricultores han ido seleccionando a lo largo del tiempo material vegetal
adaptado a unas condiciones agroclimaticas especificas, dando lugar a los ecotipos,
variedades tradicionales o variedades locales. Normalmente, esta seleccion se ha hecho
en condiciones de bajos insumos, tipicas de los sistemas de cultivo tradicionales

anteriores a la revolucion verde [124].

Las variedades tradicionales son materiales vegetales que concentran mayor
diversidad, abarcando un pool genético que no presentan las variedades modernas [125].
Asi, la selecciéon continua de estas variedades a lo largo del tiempo en ambientes
especificos y su consecuente adaptacién local, ha dado lugar a una conservacion de
caracteres de tolerancia y/o resistencia a estreses tanto bioticos como abidticos. Esto

supone una ventaja al tener probabilidades mayores de encontrar caracteristicas
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adaptables al cultivo ecoldgico, mas sostenibles y similares a las condiciones de cultivo
tradicional, de donde provienen estas variedades, que las empleadas en la produccion
forzada de variedades modernas. Por otro lado, la diversidad genética de estos
materiales también favorece la explotacién de esta variabilidad en los programas de
mejora de variedades adaptadas al sistema de cultivo ecoldgico [126-128]. A nivel
medioambiental, otra ventaja que supone esta diversidad genética es la relacionada con
la reduccidén de la erosion genética de la agrodiversidad. La conservacion de la
agrodiversidad resulta esencial por su efecto tamponante y adaptativo, protegiendo asi la
produccion agraria global frente al cambio climatico [35]. Ademéas de la posible
explotacion de la variabilidad genética para la mejora de caracteres de interés, estas
variedades ya han sido seleccionadas a lo largo de los afios por caracteristicas
particulares relacionadas, por ejemplo, con la calidad visual y organoléptica. Estos
aspectos caracteristicos confieren a las variedades tradicionales una identidad propia,
que fortalece la relacion con su origen, haciendo que formen parte del patrimonio social
e historico cultural de la zona. Asimismo, los consumidores estan incrementando la
demanda de productos con “el sabor del pasado” (taste of the past) caracteristico de las
variedades tradicionales, asi como productos provenientes de mercados de proximidad y
alimentos con alto valor afiadido en base a su composicion [129,130]. Las variedades
tradicionales o locales retnen, de esta manera, un conjunto de caracteristicas de calidad
y aspectos sociales y medioambientales, acumulando asi unos valores afiadidos

favorecedores para su empleo en el sistema de cultivo ecoldgico.

5.2 Principales variedades locales de pimiento y diversidad de usos

Desde la introduccion a Espafia del pimiento a finales del siglo XV, se produjo un
proceso de seleccion tradicional que dio lugar a una gran diversidad de ecotipos y
materiales locales adaptados a las diversas condiciones agroclimaticas espafiolas [35].
La importancia y arraigo de este cultivo a nivel agrario y gastrondmico en las regiones
espafiolas ha hecho que el pimiento cuente con el mayor nimero de Denominaciones de
Origen Protegidas (DOPs) e Indicaciones Geograficas Protegidas (IGPs) dentro del
ambito hortofruticola [131].

Las variedades locales espafiolas que méas abundan son las de carne gruesa y calibre

medio-grande (>50 g), generalmente conocidas como de tipo grueso, morron o tipo bell
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0 blocky en el mundo anglosajon (forma rectangular, cuadrada o troncoconica),
destacando el Valenciano, Trompa/Morro de Vaca de Murcia, Pimiento de Infantes o de
Litro, Morrén de Fresno de la VVega y Benavente o Largo de Reus [35]. También estan
los morrones de bola (forma acorazonada) como el Tudelano y Calahorrano, de Navarra
y Aragon, respectivamente, y el Morrdn de Luesia de Aragon [13,132]. Proximos a esta
clasificacion, pero de forma triangular, conica o alargada, destacarian Bierzo, Ros
Mallorquin y Riojano (también conocido como Najerano o de Santo Domingo),
Piquillos y Pico de Mendavia. También los hay de tamafio medio-pequefio, con
numerosas variedades procedentes del norte de Espafia. Por ejemplo, existen muchos
ecotipos gallegos con una morfologia similar a la de Padron, que se cosechan verdes y a
veces antes del tamafio definitivo, también estan Arnoia y Oimbra (de la zona de
Ourense y de mayor tamafio), Padron de Herbon y Couto (Corufia y Pontevedra) y
Mougan (Lugo). Por otro lado, con una morfologia cercana a la de Padrén, pero mas
alargado y apuntado, se encuentra el Gernika de Euskadi, que se cosecha en verde 0
maduro para deshidratar (choricero). De tipo rectangular y ligeramente apuntado
estarian los pimientos de mojo canarios (para salsa), como la Pimienta Palmera.
También hay numerosas variedades de fruto alargado o muy alargado, distinguiendo
dos grupos. Por un lado, los “Cornicabra”, cosechados en rojo para pimentéon, muy
comunes en las regiones de Murcia, Andalucia, Castilla la Mancha y Extremadura,
teniendo los ecotipos Ocal o Agridulce y Jaranda o Jariza, utilizados para elaborar el
Pimenton de la Vera. Por otro lado, estaria el segundo grupo correspondiente al de las
“Guindillas”, generalmente méas finos, destacando la Guindilla de Ibarra (verde
encurtida) y las Alegrias Riojanas (asadas y envasadas en rojo) [13]. Finalmente, otro
tipo varietal seria el de los pimientos de bola o fioras, de tipo subesférico, generalmente
usados deshidratados como colorante alimentario en forma de fruto entero o pimentén.
En esta clasificacion entrarian el Pimenton de Murcia y la variante de color marron
“negral” (Figuras 13, 14 y 15) [35].

Esta amplia diversidad de tipos varietales puede dar lugar a distintas formas de
clasificacion, como, por ejemplo, segln el sistema de produccién (invernadero vs aire
libre) o la concentracion de maduracion (agrupada vs escalonada), pero una
clasificacion muy util es la que se refiere al tipo de uso. Asi, existen variedades para
consumo en fresco, variedades para la industria conservera o variedades para la

industria de pimiento deshidratado [13].
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Dentro de la produccion de consumo en fresco, los hibridos F1 han desplazado
progresivamente a las variedades tradicionales o locales para producciones intensivas
(invernaderos) o para las mas avanzadas técnicamente. Estas variedades presentan
heterosis (vigor hibrido), mayor homogeneidad y mejor cuajado, pero tienen una
renovacion constante en los mercados y la diversidad genética es mucho mas estrecha
[13]. Sin embargo, el uso de las variedades tradicionales todavia persiste en
explotaciones tradicionales al aire libre. Las variedades utilizadas para el consumo en
fresco presentan ciertas caracteristicas: facil cuajado del fruto, precocidad adecuada,
productivas, homogéneas en cuajado y precocidad, resistentes a enfermedades y

manipulacion postcosecha (Figura 13).

Lamuyo rojo Lamuyo amarillo Largo de Reus De Padrén
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Figura 13. Relacion de las principales variedades locales para consumo en
fresco en Esparia.
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Por otro lado, en Espafia existen numerosas especialidades conserveras,
transformando industrialmente los pimientos de diversas maneras: asados enteros,
asados en tiras, encurtidos, deshidratados, congelados, precocinados, etc. Para ello
existe una amplia gama de tipos varietales desarrollados exclusivamente para este uso,
principalmente los denominaremos morrones o tres o cuatro cantos (Figura 14). Estos
tipos varietales se prefieren por cualidades como elevada productividad, resistencia al
agrietado y al almacenamiento, color estable e intenso, carne gruesa, forma de fruto y
textura de carne adaptadas al proceso, buena calidad organoléptica, adaptacion al
cultivo y recoleccion mecanizados y resistencia a plagas y enfermedades [13]. No
obstante, una parte de los frutos de variedades empleadas para fresco,
fundamentalmente la producciéon de destrio descartada para la comercializaciéon en

fresco, también se utiliza para la industria conservera.
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Figura 14. Relacion de las principales variedades locales
para la industria conservera en Espafia.

Finalmente, dentro de la industria de pimiento deshidratado se incluyen las
variedades utilizadas para la produccion de pimenton (frutos deshidratados y molidos),
utilizados en la condimentacion alimentaria y conocidos como variedades para la

obtencion de “cascara”, siendo la materia prima de las industrias extractoras de
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colorantes (Figura 15). En esta industria, la forma del fruto es indiferente siempre y
cuando no interfiera en la mecanizacion del cultivo y la cosecha de los frutos. Los
parametros importantes para dicha aplicacion son la elevada productividad, la carne fina
y bajo contenido en agua para facilitar el deshidratado, el alto contenido en carotenoides
colorantes, la adaptacion al cultivo y cosecha mecanizados y la resistencia a plagas,
enfermedades y almacenamiento [13].

Pimiento de Bola Cornicabra Choricero Verato

PIMENTON
DE MURCIA

CONSED REGULADOR DE DENOHINACIO OE ORIGEN PROTEGIDA

Jaranda Pimienta Palmera

Figura 15. Relacién de las principales variedades locales para la industria de
deshidratado en Espafia.

6. EL CULTIVO ECOLOGICO

6.1 Generalidades de la agricultura ecolégica

Existen diferentes tipos de agriculturas alternativas a la agricultura industrial o
convencional que renuncia al uso de insumos quimicos, garantizando sistemas mas
sostenibles de produccién, estos modelos de produccidon agricola pueden adoptar

nombres como agricultura ecoldgica, natural, biodinamica, integrada, etc.
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Los rasgos comunes a este tipo de agriculturas alternativas son:

= Existe una vision holistica de los procesos y fenémenos relacionados con la
produccion agropecuaria.

= Tendencia a generar un sistema de produccion lo mas integrado y cerrado posible.

= Se emplean materias primas e insumos locales, evitando o disminuyendo la
contaminacion ambiental.

= Cuidado y alimentacion de los organismos vivos del suelo estimulando su
existencia.

= Utilizacion y manejo 6ptimo de residuos organicos, estimulando los procesos
bioldgicos que metaboliza, ciclan y movilizan los nutrientes.

= Diversificacion estructural de los procesos y condiciones productivas, lo que
vitaliza y hace resistentes a las plantas.

= Tienen en cuenta las condiciones locales a la hora de su seleccion del tipo y
variedad de cultivo.

= Se estimula y protege a los organismos benéficos para prevenir las plagas y
enfermedades.

= Generacion y conservacion de un paisaje diversificado y atractivo, base para un
sistema de produccién sostenible.

= Se asegura la conservacién y generacion adicional de empleos humanamente
dignos, con ingresos satisfactorios.

= Bajo riesgo empresarial y reducidos costos en capital e insumos que aseguren una
rentabilidad econémica local.

= No se podran emplear, fertilizantes de facil solubilidad, abonos y fitosanitarios
sintéticos, productos quimicos sintéticos para la proteccién y maduracion en

almacén, asi como hormonas y reguladores del crecimiento.

La agricultura ecologica, biologica u orgénica “es un sistema holistico de gestion de
la produccion que fomenta y mejora la salud del agroecosistema, y en particular la
biodiversidad, los ciclos bioldgicos de cultivo, y la actividad biologica del suelo. Hace
hincapié en el empleo de practicas de gestion prefiriéndolas respecto al empleo de
insumos externos a la finca, teniendo en cuenta que las condiciones regionales
requeriran sistemas adaptados localmente. Esto se consigue empleando, siempre que sea
posible, métodos culturales, bioldgicos y mecanicos, en contraposicion al uso de

materiales sintéticos, para cumplir cada funcion especifica dentro del agrosistema”
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[133]. Segun la Federacién Internacional de los Movimientos de Agricultura Ecoldgica
(IFOAM-Organics International, de sus siglas en inglés), la agricultura ecoldgica se
define como “un sistema de produccion que mantiene la salud de los suelos, los
ecosistemas y las personas. Se basa en procesos ecologicos, biodiversidad y ciclos
adaptados a las condiciones locales, en lugar del uso de insumos con efectos adversos.
La agricultura ecoldgica combina tradicién, innovacion y ciencia para beneficiar el
medio ambiente compartido y promover relaciones justas y una buena calidad de vida

para todos los involucrados™ [134].

El objetivo de la agricultura ecoldgica es producir alimentos de elevada calidad
nutritiva en suficiente cantidad. Todo ello desarrollado dentro de un escenario sostenible
donde intervienen el sistema productivo (compatible con la capacidad del ecosistema
para sustentar los usos y aprovechamientos) y los sistemas social y ambiental, marcando
éstos Ultimos las metas del desarrollo en un contexto econémicamente sostenible [135].
De este modo, la agricultura ecoldgica persigue unas mayores exigencias respecto a la

calidad del entorno, asi como de los productos agrarios y el panorama asociado a ellos.

Los principios técnicos de la agricultura ecoldgica buscan recuperar, mantener o
mejorar las condiciones ecoldgicas del medio, por ello se pone énfasis en el nivel de
materia organica del suelo, se promueven los policultivos, la rotacién cultural, los
cultivos intercalados, mixtos, etc. para incrementar la diversidad genética, de especies y

de estructuras, en el tiempo y el espacio.

En cuanto a las acciones relacionadas con la gestion y fertilizacion del suelo, la
principal limitacion estd en no utilizar fertilizantes procedentes de la sintesis quimica,
por ello la agricultura ecoldgica realiza practicas de labranza y cultivo que mantienen o
incrementan la materia organica del suelo, reforzando la estabilidad y la biodiversidad
edéaficas, y evitando la compactacién y la erosion del suelo. Entre otras, se aplican las

siguientes practicas [136]:

* Programa de rotacion plurianual de cultivos, incorporando en las rotaciones
cultivos de leguminosas, abonos verdes y diversidad vegetal. La combinacién de
plantas con diferentes habitos de crecimiento, formacion de hojas, raices, etc.

permite una mejor utilizacion de los factores (nutrientes, agua y radiacion solar).
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Utilizacion de estiércol animal o materia organica de produccion ecoldgica,
preferentemente compostados, con un méaximo de 170 kg de nitrogeno al afio por

hectarea de superficie agricola empleada.

Uso de fertilizantes y acondicionadores del suelo permitidos segun la norma
vigente y en la medida necesaria, cuando las necesidades nutricionales de las

plantas no puedan satisfacerse Unicamente con las précticas anteriores.

Tratamiento del suelo o activacion del compost, para mejorar las condiciones
generales o la disponibilidad de nutrientes, con preparados adecuados a base de
plantas y microorganismos o preparados biodindmicos.

En lo que se refiere a la gestién de plagas, enfermedades y control de especies

arvenses, las practicas se fundamentan principalmente en la prevencion de los dafios

causados por dichos agentes, mediante:

El equilibrio en el sistema con enemigos naturales.
Eleccidn de especies, variedades y materiales heterogéneos resistentes.
Rotacion de los cultivos.

Técnicas de cultivo como la biofumigacion, métodos mecénicos y fisicos, y
procesos térmicos como la insolacién y en el caso de cultivos protegidos, el
tratamiento con vapor de agua, a una profundidad de 10 cm del suelo como

maximo.
Cambios en la época y en la densidad de siembra de cultivos.

Sélo podran utilizarse (y Unicamente en la medida necesaria) los productos y
sustancias autorizados para su uso en la produccién ecolégica segin la norma
vigente, cuando las plantas no puedan protegerse adecuadamente de las plagas
mediante las medidas anteriores, 0 en caso de que se haya comprobado la existencia

de una amenaza para el cultivo.

En definitiva, el manejo de la explotacion ecoldgica va a depender de una compleja

interdependencia bioldgica, que condiciona estabilidad al sistema contra plagas y otras

limitantes locales. Por ejemplo, la no utilizacion de abonos con productos quimicos

solubles, sobre todo de los nitrogenados, representa una ventaja para la planta al hacerla
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menos vulnerable al ataque de plagas y enfermedades. Debido a que no se interfiere en
el metabolismo de la planta, al no generar mayor fraccion de brotes tiernos y suculentos
para algunas plagas. En la misma linea, la escasez de fuentes de materia organica en el
suelo favorece el desequilibrio y desarrollo de nematodos y hongos patdégenos [137—
139].

6.2 Reglamento y etiquetado de la agricultura ecoldgica

Para orientacion del productor y proteccion del consumidor, a nivel internacional, el
Codex Alimentarius y la IFOAM han creado unas Normas Internacionales Basicas para
la Produccion y Elaboracion Orgénica, donde se describen los principios de gestion
aprobados para la produccion, manipulacion, almacenamiento, elaboracion, envasado,
transporte, sustancias permitidas y procedimientos de inspeccion y certificacion [140].
Estas directrices son normas minimas que orientan a los gobiernos y organismos
privados de certificacion en el establecimiento de normas, por lo que los sistemas de

agricultura ecoldgica son diversos y se producen en todo el mundo.

En muchos paises, la agricultura ecoldgica cuenta con una clara base legislativa y
sistemas de certificacion para la produccion y la transformacion. En concreto alrededor
de 180 paises reconocen los modelos agricultura ecolégica. Muchas de las practicas
agroecoldgicas estan reguladas por politicas nacionales y controladas por
organizaciones supranacionales que promueven la agricultura ecoldgica. Los
reglamentos que especifican la produccién ecolégica y de la transformacion de
alimentos ecoldgicos son muy estrictos, y adherirse a ellos debe generar garantia de una
alta calidad del producto.

En la Unién Europea, la agricultura ecoldgica esta regulada desde el 1 de enero de
2009 por el Reglamento (CE) 834/2007 del Consejo de 28 de junio de 2007 sobre
produccidn y etiquetado de los productos ecoldgicos, que deroga el Reglamento (CEE)
2092/91 [141]. Se espera la entrada en vigor de una nueva regulacion por el Reglamento
(UE) 848/2018 del Parlamento Europeo y del Consejo, de 30 de mayo de 2018, sobre
produccidn ecoldgica y etiquetado de los productos ecoldgicos y por el que se deroga el
Reglamento (CE) 834/2007 del Consejo [136]. Este Reglamento define que es
obligatorio el uso del logotipo de produccién ecoldgica de la Union Europea en los
productos ecoldgicos envasados producidos en los paises comunitarios. Ademas, en el

etiquetado también se permite afiadir el logotipo del pais o de la region de origen.
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La UE ha establecido un sistema de control en el que intervienen organismos que
Ilevan a cabo una serie de inspecciones fisicas de las instalaciones de produccién o de
transformacion, la verificacion de la contabilidad documental y la obtencion de
muestras de productos finales, productos cosechados, muestras vegetales o de suelos,

etc. para comprobar si se han utilizado sustancias no autorizadas por el Reglamento.

La figura 16 muestra la jerarquia en el proceso de control y certificacion [142]. Los
Estados miembros de la UE designan a las autoridades competentes encargadas de
autorizar y supervisar los organismos de control, y aplicar las medidas de ejecucion
(incluidas sanciones) cuando sea necesario. En el caso espafiol, la autoridad competente
es el Ministerio de Agricultura, quien delega las competencias a las Consejerias de
Agricultura en las correspondientes Comunidades Auténomas. Los sistemas de control
y de certificacion pueden ser puablicos, privados o una combinacion de ambos. Los
organismos de control privados deben estar acreditados de acuerdo con la Norma
ISO/IEC 17065 [143] y deben ser independientes, imparciales y profesionalmente
integros . El reconocimiento por parte de los consumidores del producto ecoldgico se
realiza a través del logotipo que otorga los organismos de control a los operadores. Y
con él se protegen los alimentos obtenidos por este sistema productivo y quedan
protegidos para la alimentacion los términos ecoldgico, bioldgico y organico y sus

acronimos “eco” y “bio”.

[ COMISION EUROPEA}

Supervision
Autoridad competente en el Estado miembro:
MINISTERIO DE AGRICULTURA
Competencias delegadas en Comunidades
Auténomas: CONSEJERIAS DE AGRICULTURA
Autorizacion Autorizacion
Acreditacidn Supervision Supervision
150 IES&; Organismo de Organismo de
control privado control publico

@ Certificacion

Operador ecologico: agricultor, ganadero,
industria de transformacion, distribuidor e
importador

Figura 16. Estructura legislativa de control y certificacion del Reglamento de
Produccion Ecoldgica [142].
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Segun IFOAM cuatro principios fundamentales avalan la definicion de agricultura
ecoldgica [144]:

Principio de Salud: La agricultura ecoldgica debe sostener y mejorar la salud del

suelo, plantas, animales, seres humanos y del planeta como un todo indivisible.

Principio de Ecologia: La agricultura ecologica debe basarse en sistemas y ciclos

ecoldgicos vivos, trabajar con ellos, emularlos y ayudarlos a sostenerlos.

Principio de Equidad: La agricultura ecoldgica debe basarse en relaciones que

aseguren la equidad con respecto al ambiente y las oportunidades de la vida.

Principio de Cuidado: La agricultura ecoldgica debe ser manejada de manera
preventiva y responsable para proteger la salud y el bienestar de las generaciones
actuales y futuras, y del medio ambiente.

6.3 Tendencias de consumo y produccién ecoldgica

Segun el reglamento europeo, la produccién ecoldgica es «un sistema general de
gestion agricola y produccion de alimentos que combina las mejores précticas en
materia de medio ambiente y clima, un elevado nivel de biodiversidad, la conservacion
de los recursos naturales y la aplicacion de normas exigentes sobre bienestar animal y
sobre produccién gue responden a la demanda, expresada por un creciente numero de
consumidores, de productos obtenidos a partir de sustancias y procesos naturales».
Entre los productos ecoldgicos se cuentan alimentos, bebidas, piensos y semillas, tanto

transformados como no transformados.

En los dltimos afios se ha observado una tendencia creciente en el consumo de
productos provenientes de agricultura ecoldgica. Un motivo fundamental de esta
tendencia es la actual preocupacion medioambiental que demanda el uso de practicas
mas respetuosas tanto con la fauna y flora de los ecosistemas como con su entorno
natural [145,146]. El aire, suelo y agua que componen este entorno, junto con los
productos de consumo derivados de la actividad agraria, suponen un medio de difusion
hacia el ser humano y demas seres vivos de los productos fitosanitarios y fertilizantes
utilizados en las practicas agricolas [147]. Algunos de estos productos tienen efectos
carcinogénicos, mutagénicos, neuro-destructivos, alérgicos y producen alteraciones

endocrinas, suponiendo una amenaza no s6lo para la salud humana sino también para la
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biodiversidad [148,149]. Los posibles riesgos para la salud humana asociados a estos
productos junto con la suposicion de que los alimentos ecoldgicos son mas ricos en
compuestos nutritivos son también causas del aumento de la demanda de productos
ecologicos [148,150-152]. De esta manera, la preocupacion por la propia salud humana
junto con la concienciacion social hacia los problemas medioambientales, representan
los motivos fundamentales que promueven el uso de précticas mas sostenibles y

respetuosas como las aplicadas en la agricultura ecoldgica.

En términos numericos, esta tendencia creciente queda reflejada en la evolucion de
varios parametros como, la superficie dedicada al cultivo ecoldgico en los ultimos afios.
La superficie cultivada a nivel mundial ha pasado de mas de 43 millones de hectareas en
2013 a 71.5 millones de hectareas en 2018 [153]. En Europa para el mismo periodo
paso de 11.4 a 15.6 millones de hectareas, estando el 3.12% de la superficie de cultivo
dedicada a la produccion ecoldgica con 418’610 productores (Figura 17). En este
sentido el 22% de la superficie ecolégica mundial se encuentra en Europa, siendo
Espafia, Francia, Italia y Alemania los paises europeos con mayor superficie destinada
al cultivo ecoldgico en orden descendente. Hay nueve paises en Europa con mas de un
10% del area de cultivo destinada a la produccion ecologica: Liechtenstein, Austria,
Estonia, Suecia, Italia, Letonia, Suiza, Finlandia y la Republica Checa, en orden

descendente desde un 39% hasta un 13%.
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Figura 17. Evolucion por continentes de la superficie dedicada a la agricultura
ecoldgica desde 2013 a 2018 [153].
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El mercado europeo segun cifras relativas en este sector pasé de 24.2 mil millones de
euros en 2013 a 40.7 mil millones de euros en 2018 [153]. Con estos numeros, la
agricultura ecoldgica se encuentra actualmente en un contexto bastante positivo y la
tendencia hacia alternativas mas sostenibles favorece este panorama. El actual estado de
crisis ambiental ha hecho que muchos paises se hayan declarado en estado de
emergencia climética [154,155]. Asi, las politicas agroalimentarias se enfrentan a retos
que requieren de un nuevo marco estratégico: proteger el medio ambiente y la
biodiversidad, mitigar el cambio climético, permitir el desarrollo rural y garantizar la
produccion de alimentos de calidad, para satisfacer el consumo sostenible basado en el
bienestar rural y una dieta saludable [156—159]. Para poder avanzar y llegar a soluciones
mas competitivas, es necesario un conocimiento cientifico y tecnoldgico, siendo
indispensable una mayor inversion en el sector y la apuesta por planes de accion que
proporcionen un marco para la integracion de politicas y medidas con el fin de fomentar
el desarrollo del sector ecoldgico [160-162].

6.4 Influencia del sistema de produccion ecoldgica en la calidad

La calidad del fruto puede venir determinada por diversos atributos segun se haga
referencia a la calidad externa o interna. En el cultivo ecoldgico, la calidad visual o
externa no tiene por qué verse afectada comparada con el cultivo convencional. Las
caracteristicas visuales de los cultivos han sido mejoradas a lo largo de los afios
mediante la seleccién, siendo las variedades mejoradas para estos caracteres las que
aportan dicha calidad. El uso generalizado en producciones ecolégicas de variedades
alternativas a las convencionales, como las variedades tradicionales o locales, con
posibles caracteres de calidad externa potencialmente mejorables, hace que se pueda
correlacionar de manera erronea estos aspectos de calidad visual con el sistema de

produccion ecologico.

En cuanto a la calidad interna, se distinguen la calidad organoléptica (contenido en
azucares, acidos, textura, aroma...) y la calidad nutricional (vitaminas, proteinas,
carotenoides, compuestos fenolicos, minerales...). En referencia a la calidad
organoléptica, generalmente los estudios coinciden en que el sabor de los frutos
ecologicos es mejor, estando relacionado con un mayor contenido en sélidos solubles

[163-166]. Sin embargo, otros estudios encontraron contenidos similares en el
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contenido total de azlcares [167]. Rembiatkowska, a través de un panel de cata
determiné que las frutas y verduras de procedencia ecoldgica tenian mejores cualidades
sensoriales, ademas también observé menores cantidades de nitratos para el cultivo
ecologico, lo que mejoraria a su vez la calidad nutricional de los frutos [168]. En
hortalizas de hoja ecoldgicas, se observd que la textura mejoraba debido al menor aporte
de nitratos [169,170]. En cuanto al aroma, en zumo de mandarina ecoldgico se
detectaron concentraciones mayores de volatiles que beneficiaban la calidad [171]. Este

mismo aspecto se observa en aceite esencial de mejorana [172].

A nivel de calidad nutricional existen mayores discrepancias. El estudio de Brandt et
al. describe que la mayor disponibilidad de nitrégeno, propia de los sistemas
convencionales con fertilizacién nitrogenada, reduce la acumulaciéon de vitamina C y
metabolitos secundarios relacionados con la defensa de las plantas, mientras que otros
metabolitos secundarios como los compuestos carotenoides, no implicados en la defensa
contra plagas y enfermedades, pueden aumentar [173]. En esta linea, para los estudios
sobre el contenido en carotenoides se han visto mayores variaciones. Hay trabajos
donde se ha detectado mayor cantidad de compuestos carotenoides para el cultivo
ecologico [174-177], mientras que otros encontraron cantidades menores en dicho
sistema [175,178-180] y otros registraron contenidos similares para ambos sistemas
[181-183]. En cuanto al contenido en proteinas, generalmente se produce un aumento
en el sistema convencional respecto al ecoldgico [163,184,185], mientras que la calidad
de las proteinas es superior en el sistema ecoldgico [184,186-188]. La mayoria de los
estudios para el contenido en vitamina C han determinado que los frutos provenientes
de sistemas ecoldgicos tienen mayores cantidades de dicho antioxidante [165,189-193],
aunque algunos trabajos también detectaron contenidos similares o0 menores
[179,194,195]. En el caso de los compuestos fendlicos se observa una tendencia similar,
generalmente con mayores contenidos registrados para el sistema de cultivo ecolégico
[178,196-201], habiendo también discrepancias [202-204]. El contenido en minerales
también result6 generalmente mayor en el cultivo ecoldgico [186].

Existen dos teorias principales que explican los factores que determinan los niveles
de los compuestos en las plantas [205]. Por un lado la teoria del balance
carbono/nitrogeno, sostiene que en condiciones de facil disponibilidad de nitrégeno, la
planta favorecerd la produccion de compuestos con alto contenido en nitrégeno

(proteinas y metabolitos secundarios nitrogenados, como alcaloides y glucosinolatos),
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mientras que en condiciones limitantes de nitrégeno, el metabolismo de la planta
beneficiard a los compuestos que contienen mas carbono (celulosa, almidén vy
metabolitos secundarios como compuestos fendlicos y terpenoides). La segunda teoria
es la hipotesis del balance crecimiento/diferenciacion (GBDH), por la cual la planta
valora los recursos disponibles y optimiza sus procesos metabolicos en consecuencia
hacia el crecimiento o la diferenciacion (formacién de compuestos defensivos,
maduracion y desarrollo de semilla), siendo la teoria del balance C/N un caso especial
de la teoria GBDH, ya que la limitacion de nitrégeno es una condicidén bastante

frecuente en los ecosistemas naturales [206].

Muchos de los resultados de los estudios anteriores podrian explicarse segun estas
teorias. Asi, se esperaria una mayor acumulacién de productos ricos en carbono y con
mayor implicacion en funciones de diferenciacion en los frutos producidos en sistemas
de produccion ecoldgico, como, por ejemplo, la vitamina C y los compuestos fendlicos.
Por otro lado, el contenido en compuestos nitrogenados y relacionados con el
crecimiento, como las proteinas, habria ser mayor para los producidos en sistemas
convencionales con fertilizacién nitrogenada. Sin embargo, existen discrepancias entre
las conclusiones de los trabajos. Estas inconsistencias podrian deberse a la variabilidad
de las condiciones de los estudios, como por ejemplo, las préacticas culturales de los
sistemas, el historial del suelo, el sistema y calidad de agua de riego, las condiciones
ambientales y las variedades empleadas [207].

En cuanto a la calidad del suelo y su influencia en la salud del cultivo, muchos
estudios a largo plazo han demostrado que las précticas culturales como la rotacion de
cultivos, el uso de cultivos de cobertura y el abonado de origen animal tienen un efecto
significativo en la salud de las plantas [208-213]. El sistema de cultivo ecolégico con
un buen manejo generalmente aumenta la calidad del suelo en comparacion con el
cultivo convencional [138,211,214-217]. Algunas revisiones recientes y metaanalisis
confirman que la agricultura ecoldgica generalmente incrementa el carbono organico del
suelo, como indicador clave en la calidad del suelo [218-221]. Sin embargo, también
existen discrepancias al respecto [218,222]. Esta disconformidad, tal y como se ha visto
para la calidad interna, podria verse explicada por la gran diversidad de practicas
culturales empleadas entre los productores ecoldgicos y los productores convencionales
[207]. Por otro lado, otros autores han detectado una gran influencia en la actividad

enzimatica del suelo por parte de los productos quimicos empleados en la agricultura,
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asi como por las practicas agricolas, detectando valores superiores en los sistemas

conservacionistas [53].

6.5 Influencia del sistema de produccion ecolégica en la calidad del pimiento

A pesar de los numerosos estudios realizados evaluando la influencia de la
agricultura ecologica en distintos aspectos de calidad, los trabajos Ilevados a cabo en
pimiento son escasos. Algunos autores han estudiado caracteres de calidad nutricional
como la vitamina C, los carotenoides y los compuestos fendlicos en el cultivo
ecolégico. Sin embargo, la diversidad genética utilizada en los trabajos es escasa,
empleando Unicamente una o tres variedades de la especie C. annuum, no siempre
evaluando ambos estados de madurez comercial [56,57,176]. En cuanto a los aromas, no
existen trabajos especificos comparando el perfil aromético entre frutos cultivados en el
sistema convencional y el ecoldgico. La investigacion de la calidad nutricional y
organoléptica en el cultivo del pimiento resulta de especial interés dado el alto
contenido en compuestos antioxidantes y la gran variedad de perfiles aromaticos.
Ademas, la explotacion de la amplia diversidad genética de este cultivo en interaccion
con los diferentes estados de maduracion enriquece las posibilidades y oportunidades en
potenciales programas de mejora y adaptacion de los materiales vegetales para

agricultura ecoldgica.
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Los objetivos del presente trabajo se han fijado atendiendo a la importancia adquirida
durante los Gltimos afios en el consumo de productos ecoldgicos, con una demanda cada
vez mayor por parte de los consumidores, ante la falta de materiales desarrollados
especificamente para las condiciones de la produccion ecoldgica, y dotados de alta

calidad nutricional y organoléptica.

La revision bibliografica muestra la existencia de algunos trabajos interesantes sobre
calidad nutricional en el cultivo de Capsicum bajo préacticas agricolas ecologicas, sin
embargo, la mayoria de ellos estan basados en una diversidad varietal escasa o nula y/o
Unicamente considerando un estado de maduracion comercial de los frutos. Por lo tanto,
el conocimiento sobre el rango de respuestas esperadas por parte de la gran diversidad
de variedades tradicionales de pimiento disponibles, asi como las oportunidades para
explotar la interaccion genotipo por ambiente en cada estado de madurez, es
practicamente inexistente. Esta carencia de informacion es todavia mas notoria en los
trabajos sobre calidad organoléptica, en concreto sobre el perfil aromatico de los frutos
de pimiento, ya que este aspecto de calidad en frutos Capsicum no ha sido evaluado en
el cultivo ecoldgico.

Atendiendo a estos aspectos se desarrollan dos de los principales objetivos de la
tesis, expuestos en los dos primeros capitulos de ésta y que hacen referencia a la Calidad
Nutricional (compuestos nutricionales) y Calidad Organoléptica (compuestos volatiles)
en el cultivo de pimiento bajo condiciones de cultivo ecoldgico. De este modo, sobre
una amplia coleccién de accesiones de pimiento, pertenecientes a la especie C. annuum
y otros pimientos exoticos de las especies C. baccatum, C. chinense y C. frutescens, que
incluye variedades tradicionales o ecotipos espafioles con Denominacion de Origen
Protegida (DOP) y con Indicacion Geografica Protegida (IGP), ademas de variedades y
ecotipos de otros paises, cultivados en condiciones de cultivo ecolégico y cultivo
convencional se pretende determinar, tanto en estado inmaduro (verde) como maduro

(rojo/naranja/chocolate):

e La contribucion gue los efectos variedad (accesion o genotipo), estado de madurez y
sistema de cultivo, asi como las interacciones entre éstos, pueden tener sobre la

variacion en el contenido de &acido ascorbico, fenoles totales, carotenoides,
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flavonoides individuales (calidad nutricional) y compuestos volatiles (calidad
organoleptica).

e El estudio detallado de como el estado de madurez y el proceso de maduracion afecta
a los niveles de &cido ascdrbico, compuestos fenolicos totales e individuales y
compuestos volatiles, tanto en términos generales como a nivel individual para cada
accesion. De forma andloga, también se pretende determinar como el sistema de
cultivo, dentro de cada estado de madurez, afecta a los niveles de estos antioxidantes
junto con carotenoides totales y compuestos volatiles, tanto en promedio como
considerando individualmente cada accesion.

e Profundizar en la interaccion genotipo x sistema de cultivo para cada accesion
(genotipo) en base a regresiones entre el cultivo ecoldgico y el convencional, a fin de
identificar qué entradas se ven mas favorecidas por las condiciones de cultivo
ecolégico o convencional para cada estado de madurez y explotar la interaccion
genotipo x ambiente (sistema de cultivo) o, alternativamente, identificar aquellas
entradas mas estables frente al sistema de cultivo y, por tanto, susceptibles de ser
seleccionadas para ambos sistemas de cultivo, segin su concentracion en compuestos

bioactivos.

Segun la informacion disponible, este es el primer estudio comparativo exhaustivo en
Capsicum para la adaptacion al cultivo ecoldgico explotando su variacion en
compuestos bioactivos para cada estado de madurez comercial. Igualmente, atendiendo
a la diversidad genética estudiada junto con las interacciones del estado de madurez y
las préacticas culturales, este trabajo amplia enormemente el conocimiento actual sobre

el perfil volatil en los frutos Capsicum.

Otro de los factores influyentes en la calidad del cultivo es la salud y fertilidad del
suelo. La calidad y salud del suelo influye tanto en el rendimiento del cultivo como en
aspectos de la calidad de éste (ej. calidad nutricional). Existen trabajos que han
evaluado la salud del suelo en el sistema de cultivo ecoldgico, pero la medida de la
interaccion con el factor genético (el cultivo) es casi nula. En relacion con estos
aspectos se desarrolla el tercer objetivo principal, expuesto en el tercer capitulo de la
tesis y que estudia la Actividad Enzimatica en el cultivo de pimiento bajo condiciones
de cultivo ecoldgico, como medida indirecta de la fertilidad bioldgica del suelo. Por

ello, dentro de la misma coleccion de accesiones de pimiento descrita para los aspectos
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de calidad nutricional y organoléptica, y en condiciones de cultivo ecoldgico y cultivo

convencional, se pretende determinar, en las fases inicial, intermedia y final del cultivo:

e La contribucién de los efectos genotipo y sistema de cultivo, asi como sus
interacciones, sobre los valores de dos actividades enziméticas del suelo, la de la
fosfatasa alcalina y la de la catalasa.

e El estudio detallado de como la fase del cultivo afecta a los valores de las actividades
enzimaticas, a nivel general por sistema de cultivo (comparando entre las fases
inicial, intermedia y final), y a nivel individual para cada accesion en cada sistema
(comparando entre fases intermedia y final).

e De manera anéloga, también se pretende determinar como el sistema de cultivo,
dentro de cada fase, afecta a los valores de las actividades enziméticas, en promedio
y para cada accesion.

e En la fase final de cultivo, se pretende definir las diferencias de los niveles de
actividad enzimaética entre los dos tipos de muestreo para esta fase, es decir, entre la
zona de la rizosfera y el muestreo entre plantas, a nivel general por sistema de cultivo

y a nivel individual para cada accesion en cada sistema.

La evaluacidn de la interaccidn del factor genético que aporta la gran diversidad de la
coleccidn de accesiones de Capsicum empleadas, es un aspecto totalmente novedoso en

el estudio de la calidad del suelo en agricultura ecoldgica.
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Abstract

Peppers (Capsicum spp.) are one of the most important vegetables and their double
use (vegetable or spice) and two commercial stages (unripe and fully ripe) contributed
to their use in many recipes and fast diffusion from America. Nowadays, Spain is a
center of diversity for C. annuum, with many landraces, offering a great opportunity for
adaptation to organic cultivation. Furthermore, Capsicum peppers contain many
bioactive compounds, essential to provide high added-value to these cultivars,
especially for organic markets, although knowledge about the effect of organic
cultivation on Capsicum fruit quality is still scarce. Here, 37 accessions of Spanish
landraces and foreign materials from C. annuum and other species were grown under
organic and conventional conditions and evaluated for ascorbic acid (AAC), total
phenolics (TP) and total red and yellow/orange carotenoids, considering both ripening
stages. A large genotypic variation was found within each ripening stage and growing
condition for the studied traits. Also, both stages showed high levels, although fully ripe
fruits were the richest. Organic conditions enabled higher levels in fully ripe fruits of
AAC and TP on average (135 vs. 117 mg-100 g* and 232 vs. 206 mg-100 g*!) and in
most accessions, although the genotypexgrowing conditions interaction also
contributed, but at lower extent, to the observed variation. Significant
genotypexripening stage and growing conditionsxripening stage interactions were also
found, suggesting that the magnitude of the increase with ripening depends on the
accession and growing conditions. By contrast, there were no differences between
growing conditions for carotenoids and differences were mainly due to the genotype
factor. Finally, the large genotypic variation and favourable organic conditions allowed
identifying several materials from different types and uses with very high levels of
bioactive compounds for organic cultivation, in both ripening stages but particularly at

fully ripe stage (>500 mg-100 g).
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Introduction

The increase of human population and changes in their needs are causing a
considerable impact on the use of land for cultivation and drives to an unsustainable use
of agricultural inputs [1]. Furthermore, human selection practices, unsustainable
agricultural and industrial activities, and spreading of urban areas have brought to
displacement and readjustment of natural ecosystems [2]. All these facts are driving
regional, national, and international institutions to consider a change in the management
of resources and inputs towards a more efficient use and exploitation [3,4]. For these
reasons, the efforts in more sustainable and environment-friendly agricultural practices
are increasing. Furthermore, organic agriculture is expanding in the last years, offering
farmers an alternative of diversification of their production. In addition, Europe has
increased the acreage for organic agriculture, from 6.8 million hectares in 2005 to 13.5
million hectares in 2016 [5]. This is mainly due to a growth in the demand of
consumers, who require products coming from more sustainable production systems
[6,7].

Nowadays, most cultivars used in organic production are modern F1 materials, with
a narrow genetic pool, and initially developed for conventional high-input conditions.
By contrast, heirlooms, ecotypes and local varieties encompass a wide genetic diversity
and evolved and were bred under low input conditions, similar to those of the current
organic agriculture. Also, consumers are increasing the demand in products with “the
taste of the past” of ancient landraces. Furthermore, the wide diversity encompassed by
traditional cultivars offers the opportunity to select high added value materials on the
basis of their composition, which is also another highly demanded trait from consumers.
Finally, promoting the use of traditional landraces and ecotypes under organic
cultivation contributes to mitigate the genetic erosion of agrodiversity in terms of

environmental and ecological characteristics [8].

In this regard, the fruits from Capsicum species, known as peppers or chillies, are
grown worldwide with a harvested area of 1.7 and 1.9 million ha of dry chillies and
fresh pepper in 2014, respectively [9]. Native from America, they encompass a huge
genetic variation and there are five cultivated species, including the common pepper C.
annuum and its relatives, members of the annuum complex, C. chinense (e.g. Habanero,

Jolokia types) and C. frutescens (e.g. Tabasco types, bird peppers). In addition, other
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species like C. baccatum or South American aji and C. pubescens or rocoto are
profusely cultivated and consumed in the Andean region [10,11]. C. annuum is spread
worldwide and has become the most important species, with a plethora of varietal types
adapted to a wide range of agroclimatic conditions [12]. Capsicum peppers, both unripe
and fully ripe stages, have a range of culinary uses as vegetable and/or spice, colorant or
preservative agents, as well as medicinal, cosmetic and ornamental uses [13,14].
Moreover, Spain is a relevant center of diversity, especially for C. annuum since it was
introduced in the 15" century from America. The diversity of agroclimatic conditions
and a process of adaptation and traditional breeding performed by generations of
farmers arose many ecotypes and landraces. In fact, C. annuum is the vegetable with the
highest number of protected designations of origin (PDOs) and protected geographical
indications (PGIs) in Spain [8].

As already mentioned, these materials could be exploited by their environment
adaptation and quality. In this regard, Capsicum peppers have been reported to have the
highest antioxidant properties among common-use vegetables as a result of their high
levels of bioactive compounds, e.g. ascorbic acid, phenolics and carotenoids [15-17].
Ascorbic acid (i.e. vitamin C, mainly L-ascorbic), is one of the most powerful
antioxidants [18] and appears at high levels in Capsicum pods, increasing with ripening
[19] and considerably higher than other fruits such as orange or kiwifruit [20].
Phenolics are secondary metabolites with very diverse roles: defence against pests and
stresses, contribution to fruit flavour and colour, growth regulation, etc. [21,22].
Flavonoids (e.g. quercetin and luteolin) are the most abundant group in Capsicum fruits
and significant antitumoral, antioxidant and antiviral activities have been attributed to
these metabolites [23-25]. Finally, the diversity of colours in the fully ripe fruits of
Capsicum is due to a combination of up to more than thirty carotenoids. They contribute
as food colorants, but also as protectors against photooxidation and providing health
benefits as antioxidants, vitamin A precursors or antitumoral agents [26-30].
Carotenoids are mainly present in the fully ripe fruits of Capsicum, while their level are
comparatively negligible (or even nil) in unripe fruits [31]. Therefore, these traits are of
paramount importance for breeding peppers and, at the same time, for promoting the use
of traditional varieties of C. annuum by increasing their added value in the frame of

organic production and markets.
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Objective

Despite there are some interesting reports on the levels of bioactive compounds in C.
annuum under organic practices, most of them were based on a scarce or nil varietal
diversity and/or only considered one ripening stage [32—34]. Thus, the knowledge about
the range of responses expected from the great variation available in the traditional
varieties of this crop, as well as the opportunities for exploiting the genotype-by-
environment interaction at each ripening stage, remains almost nil. The objective of the
present work is to assess, in a comprehensive collection of C. annuum and other exotic
Capsicums, the response of different genotypes to organic practices in comparison to
conventional practices in terms of the levels of their main bioactive factors, i.e. ascorbic
acid, phenolics, and carotenoids, considering also the two main commercial stages,
unripe and fully ripe. The effect of ripening stage and growing conditions, as well as the
interactions of cultivars (genotype) with these factors and the opportunities of selecting
materials for specific growing conditions are also discussed. To our knowledge, this is
the first comprehensive comparative study in Capsicum for adaptation to organic
conditions by exploiting their variation in bioactive compounds.

Materials and methods

Plant material

A collection of thirty-seven accessions of Capsicum was evaluated in this work,
encompassing a wide diversity of varietal types and origins, including many Spanish
traditional varieties or ecotypes from PDOs and PGls and several peppers and chillies
from other countries (Table 1, S1 and S2 Figs). This collection mainly included C.
annuum accessions (30 accessions), but also included C. chinense (4), C. frutescens (1)

and South American aji C. baccatum (2).



Table 1. List of accessions used, with local name, origin and fruit traits, and years of evaluation in the experiment.
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. . . Colour Mesocarp  Shape Length/width Weight Year(s)

Cultivar/accession Origin
(Pochard type) (mm) (9)

C. annuum
Bell peppers
Bierzo (1) Cons. Reg. PGI Pimiento Asado Bierzo. Carracedelo, Leon (Spain) Red Thick, fleshy  Conical/heart (P) 104/94 100-200 2015-2016
CW Aguila F1 Syngenta Seeds Spain Palered  Thick, fleshy  Squared (A1-A2) 112/97 200-300 2015
CW breeding line COMAV Institute. Valencia (Spain) Red Thick, fleshy  Squared (A1-A2) 119/105 200-300 2015
Cuneo S. Lanteri. Torino, Piedmont (ltaly) Yellow Thick, fleshy  Squared (A2) 115/109 >250 2015-2016
Najerano Cons. Reg. PGI Pimiento Riojano. Logrofio, La Rioja (Spain) Red Thick, fleshy  Triangular elongated (C3) 146/68 150-250 2015
Pimiento Valenciano COMAV Institute. Valencia (Spain) Red Thick, fleshy  (Bell) Elongated (B1) 162/73 >250 2015
Other C. annuum
Ancho Puebla (Mexico) Deepred Medium Triangular (C4) 70/45 25-50 2015
Arnoia PGI Pemento da Arnoia. Orense, Galicia (Spain) Red Medium Elongated (B3) 75/48 25-50 2015
Berbere Ethiopia. Reimer’s Seeds Co. Red Thin, highdry  Elongated (B4) 68/18 <10 2015
Bola Cons. Reg. PDO Pimentén Murcia. Totana, Murcia (Spain) Deepred Thin, highdry Round (N) 35/41 10-25 2015-2016
Chile de Arbol Mexico. Reimer’s Seeds Co. Red Thin, highdry Very elongated (C1) 75/10 <10 2015
Chimayo Chimayo, New Mexico (USA) Red Medium Elongated (C2-C3) 141/32 25-50 2015
Di Senise S. Lanteri. PGI Peperone di Senise. Senise, Potenza (Italy) Deepred Thin, highdry Elongated (C2) 152/37 25-50 2015-2016
Doux Long des Landes Francoise Jourdan. INRA Geves (France) Red Medium Very elongated (C1) 156/23 25-75 2015-2016
Espelette Francoise Jourdan. Type PGI Piment d"Espellette. INRA Geves (France) Deepred Thin, highdry Elongated (C3) 138/29 25-50 2015-2016
Gernika I. Ruiz de Galarreta. PGI Gernikako Piperra. NEIKER, Euskadi (Spain) Deepred Thin, highdry Elongated (C2) 84/32 25-50 2015-2016
Guindilla Ibarra I. Ruiz de Galarreta. EUSKO-Quality Label. NEIKER, Euskadi (Spain)  Red Thin, highdry  Very elongated (C1) 139/11 <10 2015-2016
Jalapa F1 P.W. Bosland. NMSU, Las Cruces, New Mexico (USA) Palered  Thick, fleshy  Elongated (B4) 75/21 10-25 2015
Jalapeno Candelaria P.W. Bosland. NMSU, Las Cruces, New Mexico (USA) Palered  Thick, fleshy  Elongated (B4) 68/22 10-25 2015
Jalapeno Espinalteco P.W. Bosland. NMSU, Las Cruces, New Mexico (USA) Palered  Thick, fleshy  Elongated (B4) 78/22 10-25 2015
Mojo Palmero Reserva Mundial de la Biosfera. La Palma, Canary Islands (Spain) Deepred Thin, highdry Elongated (C2) 56/21 10-25 2015-2016
Numex 6-4 P.W. Bosland. NMSU, Las Cruces, New Mexico (USA) Palered  Medium Elongated (C2) 225/36 50-200 2015
Numex Big Jim P.W. Bosland. NMSU, Las Cruces, New Mexico (USA) Red Medium Elongated (C2) 215/34 50-200 2015-2016
Numex Conquistador P.W. Bosland. NMSU, Las Cruces, New Mexico (USA) Red Medium Elongated (C2) 231/32 50-200 2015
Padron Cons. Reg. PDO Pemento Herbon. Corufia/Pontevedra, Galicia (Spain)  Red Thin, highdry  Elongated (B4) 65/26 <10 2015-2016
Pasilla Mexico. Reimer’s Seeds Co. Brown Thin, highdry  Very elongated (C1) 210/25 10-25 2015-2016
Petit Marsellais Francoise Jourdan. INRA Geves (France) Orange Thin, highdry  Elongated (B2) 75/42 10-25 2015
Piquillo Cons. Reg. PDO Pimiento Piquillo de Lodosa. Lodosa, Navarra (Spain) Deepred Medium Triangular (C4) 94/48 50-100 2015-2016
Serrano Criollo COMAV Institute. Valencia (Spain) Red Thin, highdry  Elongated (B4) 38/14 <10 2015
Serrano Mexico. Reimer’s Seeds Co.. Red Medium Elongated (B4) 35/16 <10 2015-2016
Other Capsicum species
BOL-37R (C. baccatum) Sillane. Chuquisaca (Bolivia) Red Medium Elongated 105/26 5-15 2015
BOL-58 (C. baccatum) Cochabamba. Cochabamba (Bolivia) Deepred Thin, highdry Elongated 70/15 5-10 2015-2016
Aiji dulce (C. chinense) Caracas (Venezuela) Palered  Thin, highdry Flattened 20/35 5-10 2015
ECU-973 (C. chinense) El Chaco, Napo (Ecuador) Red Thin, highdry  Elongated 44/12 5-10 2015
ECU-994 (C. chinense) Archidona, Napo (Ecuador) Red Thin, highdry  Triangular 42/15 5-10 2015-2016
P1-152225 (C. chinense) COMAV Institute. From USDA (USA) Deepred Thin, highdry Elongated 40/11 5-10 2015
BOL-144 (C. frutescens) Yapacani. Santa Cruz (Bolivia) Red Thin, highdry Very elongated 26/6 1-3 2015
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Growing conditions

Plants materials were grown open field in two growing conditions, organic and
conventional, in the spring-summer growing season of years 2015 and 2016. To work
with large numbers of accessions, individuals and fruit analyses is tedious and time-
consuming and also involves several technical and logistics difficulties. For this reason,
our experiment and materials were conducted in two years and a group of 16 accessions
were evaluated in both years as controls of the year effect (Table 1). In both growing
conditions plants were transplanted at the 4-5 true leave stage, in April 2015 and 2016
and at planting frame 1x0.5 m. Both organic and conventional experimental plots were
located in the area of Sagunto (northern Valencia city, Spain). The organic plot was
located in the Marxal dels Moros protected area (UTM coordinates X: 734494.88, Y:
4390434.86), while the plot managed under conventional conditions (control) was close
to the organic plot to get the same conditions in climate, water, irrigation time, and
similar soil main properties (see S1 Table) (UTM coordinates X: 732900.40/ Y:
4391754.37). Plants were irrigated by surface irrigation every 8-10 days, depending on
the evapotranspiration, from the irrigation ditch that bordered the plots. In this way,

both growing systems differed mainly in management and historical soil conditions.

Both plots were managed by technicians and farmers from the Uni6 de Llauradors i
Ramaders (LA UNIO), one of the most relevant farmers association in organic
production in the Region of Valencia, following their usual organic or conventional
practices. The organic management was based in a soil with rotation of crops every four
years. Also, fertilization was based on organic sheep manure (4 kg/m?) at the beginning
of the season. External treatments for pest control were not necessary as natural
predators maintained the microfauna balance. Adventitious plants were controlled by
hand tools monthly and three thermal applications (i.e. gas burners) per season, applied
on emerging plantlets. The conventional management included fertilization based on
one application of vegetable humus (4 kg/m?) and one application of a mix of nitrogen,
phosphorus and potassium (15-15-15) (50 g/m?) before transplanting. After
transplanting calcium nitrate was applied at three times (one at 20 g/L and two at 10
g/L) and iron chelate was applied once at a dose of 3 kg/1000 m2. Pest and diseases
were controlled by applying chlorpyrifos (48%, EC) and abamectin (1.8%, EC) as
pesticides, combined with copper oxychloride (58.8% WHP) as fungicide. Copper
oxychloride (100 cc) combined with chlorpyrifos (50 cc) in 20 L of water were applied
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six times along the growing season, while copper oxychloride (100 cc) combined with
abamectin (30 cc) in 20 L of water were applied three times. Adventitious plants were

controlled in the same way as described for the organic plot.

Experimental design and sample preparation

For the design of both plots a random distribution model was arranged. Each
accession was represented within each growing system by ten plants distributed in two
blocks of five plants randomly distributed the plot. In this way, the position effect in
each experimental plot was mitigated and each variety was subject to a generalized
environmental distortion within the plot, randomly distributing the position effect. Each

plot was surrounded by a bordure of plants to prevent the border effect.

A total of five samples per accession x growing condition x ripening stage
combination were prepared per year. Each sample was prepared with fruits from the two
plants of each block (n = 5) and therefore the 10 plants per accession were sampled.
Fruits were harvested weekly at both stages of commercial maturity (unripe and fully
ripe) from the end of June to the end of October. Each sample was divided into two
subsamples i) 15 g of fresh fruits were used for the ascorbic acid analysis and ii) 30 g of
fresh fruits were lyophilized and preserved in dark and dry conditions for the
subsequent analysis of phenolics and carotenoids. Due to their very low or nil content in
unripe fruits, the analyses of carotenoids were only considered in fully ripe samples,
while ascorbic acid and phenolics were estimated in both commercial stages. Thus, a
total of 1060 subsamples were prepared (530 unripe stage and 530 from fully ripe stage)
for each trait under study in the two years of the experiment, and a total of 2650
analyses were done (1060 unripe stage and 1590 fully ripe stage).

Analytical methods

Ascorbic acid content (AAC), total phenolics (TP) and total red carotenoids and
yellow/orange carotenoids (Cr and Cvio) were estimated following different

spectrophotometrical methods with high accuracy and adapted to peppers, which enable
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to process large amounts of fresh and dried samples, essential for breeders in order to
evaluate and compare accurately large collections of cultivars [35,36].

Ascorbic acid content (ACC) was determined reflectometrically, based on the
reduction of yellow molybdophosphoric acid to phosphomolybdene blue. The
equipment used was a reflectometer RQflex plus and a test of ascorbic acid
Reflectoquant (Merck, Darmstadt, Germany). Samples of 15 g of fresh fruit pulp were
homogenized with an industrial blender by adding distilled water to facilitate blending.
After the homogenization the liquid was filtered with a mesh (0.5 mm) in a 100 mL test
tube and it was filled with distilled water up to 50 mL for unripe fruits and 100 mL for
fully ripe fruits. The results were expressed in mg of ascorbic acid per 100 g of fresh
weight, according to the following equation:

AAC (mg-100 g = st ) Vol

Total phenolics (TP) were estimated according to Folin-Ciocalteu methodology,
based on a colorimetric reaction quantified by measuring absorbance at 750 nm, and
results were referred according to a standard curve of chlorogenic acid as reported by
[36]. This analysis is used to determinate total phenolic antioxidants by measuring the
reducing capacity [36,37]. Prior to the analysis, each sample was submitted to
extraction according to the following protocol: 125 mg of lyophilized fruit were placed
in 15 mL Falcon centrifuge tubes and 5 mL of extraction solution (700 mL acetone, 5
mL glacial acetic acid and 295 mL Milli-Q® water) were added. Then samples were
incubated and stirred for 24 hours at room temperature. Afterwards, the samples were
centrifuged (3500 rpm for 3 min) and 1.5 mL of the supernatant was collected in a
microcentrifuge tube and stored at -80°C until analysis. For the analyses, samples were
centrifuged again (10000 rpm for 5 min) and to 65 pL of the sample were added 500 pL
of Folin-Ciocalteu reagent (diluted with water at 10%, v/v) and were incubated for 5
min at room temperature. After that, 500 pL of a saturated sodium carbonate solution
(60 g/L) were added and the mixture was incubated for 90 min in darkness at room
temperature. Then, an aliquot (200 uL) of each sample or standards was placed in a 96-
well microplate, and absorbance was measured at 750 nm using a microplate reader
(Bio-Rad iMark™, Herts, England). Based on the dry matter content of each sample,

results were expressed as mg of chlorogenic acid per 100 g of fresh weight.
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Determination of carotenoids was carried out according to a modification of the
spectrophotometric method developed by [38], which estimates accurately the sum of
the main red (TCr= capsanthin + capsorubin) and yellow-orange (TCyo= B-carotene +
B-criptoxanthin + lutein + violaxanthin + zeaxanthin) isochromic carotenoid fractions in
Capsicum fruits. The extraction was made from 100 mg of lyophilized samples in a 100
mL Erlenmeyer flask with 20 mL of acetone and shaking for 1 hour in darkness at room
temperature. Then the sample was filtered with filter paper (Watman n°2) and the
filtered dilution was filled up to 25 mL in a volumetric flask with acetone. A sample of
3 ml of this dilution was introduced in glass cells with an optical path length of 10 mm
and the absorbance of the extract was measured at 472 and 508 nm using a visible-UV
spectrophotometer (UviLine 9400, SI Analytics, Weilheim, Germany) and comparing to
acetone as blank. Lambert-Beer equation for multicomponent mixtures was applied

according to the following equations:

2144 0 - Ay rm = 4033
270.9

Agrammm ¥ 17243 - A mrm % 243501

TCr (ug/mL) = Asos T # ==

TCvio (ng/mL) =

Finally, as for TP, carotenoid content was expressed in mg per 100 g fresh weight.

Statistical analysis

The values of the 16 accessions evaluated both years were used to estimate and
correct the year effect. The significance of the year effect was estimated by ANOVA
and the data were corrected by subtracting the corresponding mean year deviation (Dy)
to the data from all accessions. Mean year deviation was estimated as follows: Dy =
uy—uT, where Dy is the mean deviation of year y, uy is the total mean of the 16
accessions in year y and puT is the total mean of both years. The results of two years
were expressed as a mean for each combination of genotype x ripening stage x growing
system. Normality was evaluated byWof Shapiro-Wilks test and homocedasticity was
analysed by Bartlett and Levene’s tests, both performed by Statgraphics Centurion XVI
software (StatPoint Technologies, Inc; Warrenton, Virginia, USA).

Required transformations were performed to adapt the data to a normal distribution
model [39]. Then the analysis of variance ANOVA of main factors genotype, growing

system, ripening stage and their interactions were carried out, in both original and
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transformed data, in order to verify the statistical interpretation. The linear model used
for the main ANOVA was Xijx= p + ai + bj +cx + (o % B)ij + (a0 X )ik + (B X 7)jk + €ijkq),
where Xiju is the trait value for fruit sample | of genotype i, growing system j and
ripening stage k; p is the general mean; a; is the effect of genotype i; bj is the effect of
growing system j; cx is the effect of ripening stage k; (a % B)jj is the interaction between
genotype i and growing system j; (o X y)ik IS the interaction between genotype i and
ripening stage k; (B x y)j is the interaction between growing system j and ripening stage
k and eijkq) is the effect of fruit sample | from the combination of genotype i, growing
system j and ripening stage k, i.e. the error term. Specific ANOVA considering
separately unripe and fully ripe stages were performed and the linear model used was
Xijk=p + ai + bj + (o x B)ij + eijx), where Xijk is the trait value in one specific ripening
stage for fruit sample k of genotype i and growing system j; w is the general mean; a; is
the effect of genotype i; bj is the effect of growing system j; (o % ) is the interaction
between genotype i and growing system j and ejjx) is the effect of fruit sample k from
the combination of genotype i and growing system j. No differences were found
between the original and transformed data in terms of the results of the ANOVA and,
therefore, our results were showed and discussed on the basis of the original
nontransformed data to facilitate the understanding.

Genotype x environment (i.e. accession x growing system) interactions were studied
by means of regression analysis [35]. Regression coefficients () of each variety were
calculated from the average contribution of each growing system according to the
formula Bi =( wij — wijk) / (1-pjk); where Bi is the regression coefficient value for each
specific trait and ripening stage for genotype i; Xxjj is the mean of genotype i in growing
system j; Xijk IS the mean of genotype i for both growing systems j and k and x; is the
mean for all the genotypes in growing system j. The genotypes with 3 values that did
not differ significantly from O were considered stable against the growing system effect
[40], i.e. they did not show significant differences between the growing systems for the
trait under study.
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Results and discussion

Analysis of variance in ascorbic acid, phenolics and carotenoids

The year effect had significant contribution to the variation observed in all traits,
which indicates that all the traits studied experienced significant changes in their levels
from one year to the other, as can be expected in open field trials in agriculture. For that
reason and in order to use all the data from both years, the values were corrected
considering the year effect. The general ANOVA revealed that the effect of the
genotype and particularly the ripening stage were significant and contributed
considerably to the variation of AAC and TP according to the magnitude of their mean
squares (Table 2). By contrast, the effect of the growing system was only significant for
the observed variation in ACC. In addition, the interactions between main factors were

also significant and, particularly, those including the ripening stage (Table 2).

Furthermore, mean square values showed a remarkable contribution of the ripening
stage in both AAC and TP, not only as a main factor but also as part of interactions with
the other factors, which could be biasing the real magnitude of the contribution of the
genotype and the growing system, specially the latter. For this reason, further ANOVA

considering separately data from unripe fruits and from fully ripe fruits were performed.

Thus, the results of the ANOVAs for each ripening stage showed a significant
contribution of both the genotype and growing system factors at both stages, with the
only exception of AAC at the unripe stage (Table 2). Furthermore, the contribution of
the growing system factor, on the basis of mean square values, increased considerably
in comparison to that of the general ANOVA, confirming that the effects of the
interactions of the ripening stage with both the genotype and the growing system hidden
the real effect of the main factor growing system. Also, the genotype x growing system
interaction was found to be significant for AAC and TP at both ripening stages,
suggesting that such interactions could be exploited for selection in these traits. On the
basis of these results, the descriptive study of the results will be then displayed in the

next sections considering separately both the unripe and fully ripe fruits.
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Table 2. General ANOVA for the content of ascorbic acid (AAC) and total phenolics
(TP) and specific ANOVA corresponding to each ripening stage for AAC, TP, total red
carotenoids (TCRr), and total yellow/orange carotenoids (TCv/o).

Effect

AAC

df? MSP

TP
df  MS

TCr

TCvio
MS df MS

General ANOVA
Main effect
Genotype (G)
Growing system (S)
Ripening stage (R)
Interactions

36 15921***
1 11118***

36 73148***
1 2864NS

1 1570610*** 1 844879***

GxS 36 4312*** 36 10445*** - -
GxR 36 7932*** 36 28606*** - -
SxR 1 21654*** 1 179547*** - -
Error 467 2544 - -
Unripe stage ANOVA
Main effect
Genotype (G) 36 6775*** 36 63183*** - -
Growing system (S) 1 410N 1 55864*** - -
Interactions
GxS 36 3501*** 36 8394*** - -
Error 283 882 - -

Fully ripe stage ANOVA
Main effect
Genotype (G)

36 15836***

36 37459*** 36 74573*** 36 25853***

Growing system (S) 1 24720%** 1 102713*** 1 4369 1 43NS
Interactions

GxS 36 2484*** 36 12353*** 36 2945NS 36 318NS
Error 601 4097 2942 963

adegrees of freedom.
bmean square.

Carotenoids were evaluated only at fully ripe stage.
NS * " and ™ indicate not significant for a probability p >0.05 and significant for p <0.05, 0.01
and 0.001, respectively, according to the statistical F ratio.
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Finally, the analysis of variance for carotenoids (only at fully ripe stage) showed a
high significant contribution of the genotype as it was observed for AAC and TP, while
by contrast both the growing system and its interaction with the genotype did not
provide significant contribution to the observed variation in red or yellow/orange
carotenoids (Table 2). Therefore, these results suggest that the growing system (organic
vs. conventional) had no mean effect on the level of carotenoids, and that the
opportunity for exploiting the interaction genotype x growing system is much lower for
these compounds than that for AAC and TP.

Ascorbic acid content (AAC)

A broad range of variation for AAC in both growing systems and ripening stages was
found in this experiment (Table 3). Thus, mean values of studied accessions at the
unripe stage ranged from 14 to 121 mg-100 g* of fresh weight for Doux Long des
Landes and Petit Marsellaise, respectively, in organic conditions, while values were
comprised between 10 to 93 mg-100 g™ for Jalapa F1 and BOL-144 under conventional
conditions (Table 3). At the fully ripe stage AAC values increased considerably with
values in organic ranging from 48 to 208 mg-100 g in Aji" dulce and Mojo Palmero,
respectively, and from 48 to 196 mg 100 g in Serrano and Petit Marsellaise,
respectively, in conventional conditions (Table 3). In addition to these wide ranges of
variation, it should be noted that the observed AAC values could be considered very
high in general. Thus, the recommended daily intake of vitamin C in adults is 60—70 mg
[35] and consequently many of our materials may satisfy this threshold with an intake
of 50-100 g of fresh fully ripe fruit. Even several accessions at the unripe stage, where
the content was clearly lower, also showed very high levels (= 60 mg-100 g2). All these
findings demonstrate the richness of Capsicum fruits in this antioxidant. In fact, other
vegetables like tomato (25 mg°100 g1), kiwifruit and oranges (50 mg-100 g*) have in
general levels considerably lower than those from our collection [41]. Moreover, in
comparison to previous reports of peppers in organic [32,42,43], we observed that our
ranges of variation were considerably higher, supporting the advantage of using wide
collections to assess the real performance of a crop under different growing conditions,
which also offers the opportunity of selecting very high-vitamin C genotypes.
Moreover, it has always believed that fleshy, sweet, high water-content bell peppers
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have, in general, lower levels of ascorbic acid than hot/spicy thinner-mesocarp
genotypes [41]. However, our results indicate that such acceptance is not so obvious. In
fact, in most cases, within each ripening stage and growing condition, the group of bell
peppers showed similar or higher AAC average than the other groups with smaller and

thin-flesh fruits (other C. annuum and other Capsicums) (Table 3).

Regarding the effect of the growing system, at the unripe stage we observed as a
whole similar mean AAC values in both organic and conventional conditions, around 45
mg-100 g* (Table 3), which is in agreement with the nonsignificant contribution of this
factor for AAC at the unripe stage detected by ANOVA (Table 2). Nevertheless, this
lack of effect in the general mean must be explained in detail, as there was a significant
contribution of the growing system but depending on its interaction with the genotype
and groups of genotypes. Thus, remarkable differences were found comparing the three
Capsicum groups, as well as the performance of individual accessions. Thus, the group
of bell peppers C. annuum and other Capsicums showed average values higher in
conventional conditions than in organic, while the contrary was true in the other C.
annuum group (Table 3). Even more, depending on the growing system, a very variable
response could be observed in the different genotypes, which confirmed the significant
interaction genotype x growing system detected in the ANOVA for this ripening stage
(Table 2). By contrast, a different behaviour was found at the fully ripe stage, where the
total AAC mean was higher in organic than conventional (135 vs. 117 mg-100g?), and
the same was found in C. annuum (142 vs. 121 mg-100g™? in bell peppers and other C.
annuum) (Table 3). Also, most studied accessions showed higher values in organic and
only accessions from the other Capsicum species showed an erratic performance (Table
3). All these results were reflected in a high contribution of the genotype x growing

system interaction to the variation in AAC at fully ripe fruits (Table 2).
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Table 3. Average content in ascorbic acid (AAC, mg-100 g fresh weight) estimated in
the unripe and fully ripe fruits from the peppers studied, evaluated under organic and
conventional conditions and regression coefficient (p) based on environmental means.

Genotype AAC unripe stage (mg-100 g?) AAC fully ripe stage (mg-100 g1)
Organic  Conventional B Organic  Conventional B

C. annuum

Bell peppers

Bierzo 25.1 43.7 -157.55%** 120.9 102.3 1.04%**
CW Aguila F4 39.7 59.0 -163.66*** 150.6 142.1 0.48*
CW breeding line 39.9 84.2 -376.35%** 150.8 112.7 2.14%**
Cuneo 275 45.0 -148.77*** 1315 111.4 1.12%**
Najerano 24.7 17.4 62.31* 163.8 148.5 0.86***
Pimiento Valenciano 18.2 52.3 -289.68*** 139.4 106.0 1.87***
Mean 29.2 50.3 142.8 120.5

Other C. annuum
Ancho 25.1 76.4 -435.57%** 126.3 188.9 -3.51***
Arnoia 52.9 30.5 189.83*** 117.2 92.3 1.40%**
Berbere 26.4 57.0 -259.59%** 173.1 188.0 -0.83***
Bola 55.2 87.0 -270.46%** 129.9 118.9 0.62**
Chile de Arbol 20.0 25.3 -44.17* 143.2 98.8 2.49%**
Chimayo 76.4 22.4 458.42%** 182.6 148.8 1.89%**
Di Senise 65.1 54.1 93.63** 124.9 117.2 0.43Ns
Doux Long des Landes 14.0 31.0 -144 39%** 121.1 119.1 0.12Ns
Espelette 26.7 37.7 -93.75** 192.2 151.1 2.30%**
Gernika 72.9 92.6 -167.99%** 172.3 147.3 1.40%**
Guindilla Ibarra 29.8 26.4 28.83NS 123.2 95.7 1.54%**
Jalapa F1 23.9 10.2 116.07*** 93.9 88.9 0.28NS
Jalapeno Candelaria 16.7 32.4 -132.79*** 66.2 66.2 0.00Ns
Jalapeno Espinalteco 18.5 22.7 -36.16NS 70.8 66.3 0.25NS
Mojo Palmero 76.2 28.0 409.07*** 208.0 129.0 4.42%**
Numex 6-4 65.3 19.8 385.82*** 159.8 122.2 2.11%**
Numex Big Jim 57.4 44.2 112.12%** 175.8 147.8 1.57***
Numex Conquistador 52.6 19.3 282.18*** 151.2 118.8 1.82%**
Padron 106.9 44.8 527.09*** 155.4 102.9 2.94%%**
Pasilla 35.7 46.2 -89.05** 169.4 142.6 1.50%**
Petit Marsellais 121.1 935 234.14%** 178.1 196.2 -1.01***
Piquillo 71.0 52.4 158.64*** 89.6 95.6 -0.33NS
Serrano Criollo 63.4 25.2 323.88*** 179.2 110.8 3.83***
Serrano 32.0 36.0 -34.43NS 89.3 48.0 2.31%**
Mean 495 42.3 141.4 120.9

C. annuum mean 454 43.9 141.7 120.8

Other Capsicum species
Aji dulce 24.2 51.0 -227.05%** 47.9 68.7 -1.16***
BOL-37R 54.5 82.3 -235.45%** 94.1 88.1 0.34NS
BOL-58 31.2 28.2 25.54NS 68.5 74.6 -0.34N8
BOL-144 26.1 93.5 -572.11*%** 112.4 123.3 -0.61*
ECU-973 19.0 405 -182.07*** 64.1 79.6 -0.87***
ECU-994 46.6 354 94.89*** 104.1 117.1 -0.73**
P1-152225 36.7 17.3 164.61*** 111.9 119.1 -0.40NS
Other Capsicum mean 34.0 49.7 86.2 95.8
Total mean 45.6 a? 455a 1345b 116.7a
Environmental effect 0.06 -0.06 8.93 -8.93

Standard error 5.39 5.97 8.59 9.48

NS * ™ and ™" indicate not significant for a probability p >0.05 and significant for p <0.05, 0.01 and
0.001, respectively, according to the statistical F ratio.
2 Total means with different letters within each ripening stage indicate significant differences at p< 0.05.
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In this regard, despite ACC average levels at both growing systems were similar at
the unripe stage, the considerable contribution of the genotype X environment
interaction provided significant differences among cultivars from one growing system
to the other. Thus, within the unripe stage and according to the regression coefficient,
fifteen accessions showed significantly higher AAC values under organic (f
significantly > 0), being Chimayo, Mojo Palmero, Padron, Petit Marsellaise and Piquillo
the cultivars with the highest values and increases due to this growing system. By
contrast, eighteen genotypes had a better response under conventional practices (p
significantly < 0), of which Bola, BOL-37R, BOL-144, California breeding line and
Gernika were the ones with the best behaviour in these growing conditions. Finally, four
accessions showed a stable behaviour between growing systems (f = 0). In the case of
fully ripe fruits, where organic conditions provided on average higher ACC, most
cultivars followed this trend and showed significant higher values under organic than
under conventional practices, although accessions differed considerably in the
magnitude of such differences, which was mainly due to the genotype x environment
interaction. Thus, Chimayo, Espellete, Mojo Palmero, Numex Big Jim and Serrano
Criollo showed the highest values in organic conditions and considerably higher than
their values under conventional conditions (Table 3). Despite this general trend, the
genotype x environment interaction also enabled a few accessions to have better AAC
values under conventional practices like Ancho, Berbere and Petit Marsellais. Finally,
several genotypes did not show significant differences between growing systems, like
Jalapenos, Di Senise, Doux Long des Landes and Piquillo and some C. baccatum and C.

chinense accessions, which could be considered stable under both systems (Table 3).

Total phenolics (TP)

As it occurred in ascorbic acid, TP values were highly variable depending on the
genotype and particularly growing conditions (Table 4). Regarding the genotype effect,
at unripe stage and considering organic conditions, TP values were comprised between
68 and 626 mg chlorogenic acid equivalents (c.a.)*100 g fresh weight for California
breeding line and BOL-144 respectively, and between 87 and 506 mg-100 g* for the
same accessions, respectively, under conventional conditions (Table 4). Similarly to

AAC, TP values increased in most cases with ripening. Thus, at fully ripe stage, values
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ranged in organic between 109 and 367 mg 100 g for Aji Dulce and Najerano,
respectively, and between 96 and 438 mg 100 g* in conventional for Jalapeno
Candelaria and BOL-144 respectively (Table 4). In comparison, these TP values in both
unripe and fully ripe stages were considerably higher than those from other reference
species as tomato, broccoli or banana, with average contents of 68 and 88 mg catechol
equivalents *100 g* fresh weight, and 36 mg gallic acid equivalents*100 g* fresh
weight, respectively [44,45], are in the lower limits of our TP intervals and therefore

reinforces the idea of peppers as fruits very rich in antioxidants.

The growing system had a significant effect in the phenolic values for both unripe
and fully ripe stage as indicated by the ANOVA (Tables 2 and 4). Thus, at the unripe
stage, total mean was higher in conventional conditions than organic, with values of 151
and 126 mg-100 g, respectively, and the same trend was found in C. annuum (80 and
113 mg-100 g in organic and conventional in bell peppers; 123 and 147 mg-100 g* in
other C. annuum), while means were similar in other Capsicum species (about 240
mg-100 g?!) (Table 4). Moreover, considering further the genotype x environment
interaction, in terms of both the magnitude of the increase/decrease of TP and the sense
of this behavior and according to the regression study, twenty-five accessions showed
higher TP values in the conventional system, being Berbere, Doux Long des Landes,
Gernika and several genotypes from other Capsicum species, particularly PI-152225,
the accessions with the highest values (200-500 mg-100 g*), while seven accessions
had higher TP values under organic cultivation, being Jalapeno Candelaria, Padron,
BOL-37R, BOL-144 and ECU-973 the ones with the highest values (190-600 mg-100

g, and five accessions were stable (Table 4).
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Table 4. Average content in total phenolics content (TP, mg chlorogenic acid
equivalents-100 g fresh weight) estimated in the unripe and fully ripe fruits from the
peppers studied, evaluated under organic and conventional conditions and regression
coefficient (B) based on environmental means.

Genotype TP unripe stage (mg-100 g) TP fully ripe stage (mg-100 g2)
Organic  Conventional B Organic  Conventional B
C. annuum
Bell peppers
Bierzo 78.3 114.2 1.43*** 169.6 179.8 -0.38Ns
CW Aguila F4 76.4 144.2 2.71%** 159.0 120.7 1.44%**
CW breeding line 67.7 86.6 0.76*** 169.8 103.5 2.50%**
Cuneo 715 94.0 0.90*** 163.1 172.1 -0.34N8
Najerano 72.0 89.2 0.69*** 366.9 106.1 9.83***
Pimiento Valenciano 110.7 151.6 1.63*** 129.3 122.5 0.26NS
Mean 79.5 113.3 193.0 134.1
Other C. annuum
Ancho 128.6 209.9 3.25%** 231.3 220.3 0.41Ns
Arnoia 97.1 122.9 1.03*** 113.3 116.3 -0.11N8
Berbere 80.8 243.3 6.49%** 187.2 232.1 -1.69***
Bola 99.3 162.9 2.54%*%** 190.5 195.5 -0.19NS
Chile de Arbol 119.6 154.5 1.39*** 251.8 165.5 3.25%**
Chimayo 102.2 119.3 0.68*** 271.2 153.8 4.42%*>*
Di Senise 101.2 117.6 0.66*** 238.7 188.8 1.88***
Doux Long des Landes 130.6 211.7 3.24%** 251.1 210.7 1.53***
Espelette 111.7 185.6 2.95%** 257.5 179.1 2.96%**
Gernika 130.2 215.0 3.39%** 274.0 390.3 -4,39***
Guindilla Ibarra 136.7 136.7 0.00Ns 295.8 241.1 2.06***
Jalapa F1 85.7 89.8 0.16Ns 215.7 110.1 3.98***
Jalapeno Candelaria 229.3 89.4 -5.59*** 115.6 96.1 0.74**
Jalapeno Espinalteco 113.0 126.8 0.55** 121.1 101.3 0.74**
Mojo Palmero 134.7 122.6 -0.48** 290.6 247.4 1.63***
Numex 6-4 99.7 96.9 -0.11Ns 351.0 162.6 7.10%**
Numex Big Jim 84.0 93.1 0.36* 281.6 192.5 3.36%**
Numex Conquistador 86.3 1135 1.09*** 183.9 144.1 1.50%**
Padron 190.0 153.0 -1.48*** 246.5 248.1 -0.06NS
Pasilla 151.2 192.7 1.66*** 286.3 269.1 0.65*
Petit Marsellais 148.1 139.1 -0.36* 355.7 217.6 5.21***
Piquillo 94.4 98.8 0.18Ns 205.5 173.4 1.21%**
Serrano Criollo 159.4 170.5 0.45* 176.4 237.2 -2.29%**
Serrano 128.4 168.4 1.60*** 232.3 236.9 -0.17Ns
Mean 122.6 147.2 234.4 197.1
C. annuum mean 114.0 140.5 226.1 184.5
Other Capsicum species
Aji dulce 148.6 176.0 1.10%** 108.9 190.3 -3.07***
BOL-37R 257.1 242.8 -0.57** 248.7 195.4 2.01***
BOL-58 108.4 104.5 -0.16Ns 302.6 283.2 0.73**
BOL-144 626.3 506.1 -4.81*** 339.3 438.1 -3.73***
ECU-973 258.5 214.2 -1 77x** 142.3 141.1 0.05NS
ECU-994 164.6 180.6 0.64*** 198.9 219.1 -0.76**
P1-152225 106.1 227.0 4.83*** 265.9 170.7 3.59***
Other Capsicum mean 238.5 235.9 229.5 234.0
Total mean 1255 a 150.5b 232.1b 205.6a
Environmental effect -1251 1251 108.9 190.3
Standard error 9.59 11.14 24.54 24.60

NS * ™ and ™™ indicate not significant for a probability p >0.05 and significant for p <0.05, 0.01 and
0.001, respectively, according to the statistical F ratio.
2 Total means with different letters within each ripening stage indicate significant differences at p< 0.05.
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Contrary to these results, fully ripe fruits showed, on the whole, higher TP levels
under organic conditions than under conventional conditions (total means of 232 vs 206
mg-100 g, respectively) and the same was found in most cultivars, particularly in C.
annuum (226 vs 185 mg 100 g*) (Table 4), similarly to AAC. Nevertheless, other
Capsicum species showed a less consistent trend, highly depending on the accession,
and means from organic and conventional conditions were very similar (about 230
mg-100 g1). This fact confirmed again the high contribution of the ripening stage and
their interactions to the observed variation in TP, as well as in AAC (Table 2).
Regarding the individual behavior of the different accessions, twenty-two accessions
had better behaviour in organic, where BOL-58, Guindilla Ibarra, Numex 6—4, Najerano
and Petit Marsellaise showed the highest values (300-360 mg-100 g*), while only six
accessions showed a better performance in conventional conditions, being Gernika and
BOL-144 the most outstanding materials (>300 mg-10071), and nine accessions were
stable (Table 4).

Total red carotenoids and yellow/orange carotenoids (TCg, TCvio)

The range of variation in carotenoids in fully ripe Capsicum fruits was very wide,
similar to that observed in AAC and TP, and it confirmed the high contribution of the
genotype factor to the observed variation (Tables 2 and 5). Organic conditions
registered values of red carotenoids (TCr) comprised between 0 and 257 mg*100 g of
fresh matter from yellow-fruited cultivars like Cuneo or Petit Marsellais and brownish-
fruited cultivar Pasilla, respectively, and TCyjo between 2 and 147 mg-100 g* for
Jalapeno Espinalteco and BOL-58 respectively (Table 5). Within the conventional
growing system, TCr values ranged again between 0 and 324mg-100 g in the same
genotypes than organic system, and TCyo were comprised between 1 and 166 mg-100
g for Jalapeno Espinalteco and Gernika respectively (Table 5). Thesevalues of total
carotenoids were relatively high in comparison to other vegetables and fruitslike
broccoli, tomato, carrot, apricot or squash (around 5, 7, 15, 17 and 41 mg 100 ¢
! respectively) [46—48] and makes clear that Capsicum pods are a rich source of this
bioactivecompounds. In addition, by contrast to AAC and TP results, bell peppers had,
in general, considerably lower amounts of carotenoids than the other C. annuum and

other Capsicum species. Thus, the average mean of bell peppers was 18 and 11 mg*100
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gl in TCr and TCy/o, respectively, and only Bierzo (65 and 30 mg*100 g*) reached the
usual levels of the other groups, which showed a thin mesocarp and were less fleshy
than bell peppers, with the only exception of Arnoia and Jalapeno types. Such results
can be explained by the high correlation between carotenoids and dry matter content in

peppers [41].

Moreover, the level in carotenoids showed by several accessions was very
interesting. Thus, Pasilla was the cultivar with the highest values TCr and very high
TCvio, regardless the growing system (Table 5). This fact suggests paradoxically that
the chlorophyll retainer (cl) mutation, characterized by inhibition of chlorophyll
degradation during fruit ripening and causing brown fruits (due to the combination of
chlorophylls and red carotenoids) [49], also provides high levels of carotenoid pigments
[29]. In addition, other peppers like Bola, Espelette or Mojo Palmero also showed very
high TCr levels (Table 5), which explain why they were mainly selected to be used as
food colorants in different food preparations (e.g. ground powder, sauces, spicy pork
sausages and chorizo) [8]. Moreover, it should be also pointed out the performance of
cultivars like Gernika, Guindilla de Ibarra or Padron, which have been selected for
consumption at the unripe stage (i.e. roasted or pickled at very early unripe fruit stage),
had very high average measures of TCrg, suggesting that their use at the fully ripe stage
can be promoted as, in fact, it has been partly started in the Basque Country, where they
are called Chorizeros (to make chorizo) when fully ripe [8]. Finally, Di Senise, Numex
Big Jim and Piquillo, despite used when fully ripe but not as food colorants they also
showed high TCkr levels (>100 mg100 g), as well as the exotic BOL-58 and ECU-994
(100-200 mg-100 g*) (Table 5), indicating that materials not selected originally as food

colorants can be also fully ripe selected for high red carotenoid content.

In terms of yellow/orange carotenoids, we found a high correlation with red
carotenoids and therefore those accessions with the highest TCr values mentioned
before were also the ones with the highest TCyo values (70-170 mg-100 g). These
levels in yellow and red carotenoids (including B-carotene and B-cryptoxanthin)
indicates that these accessions can provide high levels of provitamin-A as reported in
previous works [29,31] while yellow-fruited accessions Cuneo and Petit Marsellais
showed very low TCy/o values (Table 5). Such fact can be explained because red-fruited

peppers contain both red and yellow/orange carotenoids, and the red pigments
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Table 5. Average content in total red carotenoids and yellow/orange carotenoids (TCr
and TCyjo, mg-100 g* fresh weight) estimated in the unripe and fully ripe fruits from
the peppers studied, evaluated under organic and conventional conditions and regression
coefficient (B) based on environmental means.

< . 1 R . -1
Genotype TCk fully ripe stage (mg-100 g1) TCoyv fully ripe stage (mg-100 g%)

Organic  Conventional B Organic  Conventional B
C. annuum
Bell peppers
Bierzo 63.8 65.8 0.20NS 33.0 27.8 -15.29N8
CW Aguila F, 5.1 7.0 0.18Ns 1.7 2.6 2.84NS
CW breeding line 11.8 8.2 -0.33N\s 35 3.2 -0.82Ns
Cuneo 0.0 0.0 0.00NS 16.5 17.1 1.96NS
Najerano 17.1 5.3 -1.11N8 7.9 2.7 -15.59NS
Pimiento Valenciano 7.8 17.6 0.93Ns 2.7 7.2 13.55NS
Mean 17.6 17.5 10.9 10.1
Other C. annuum
Ancho 22.1 30.9 0.83N\s 12.9 24.2 33.74*
Arnoia 6.7 8.2 0.14Ns 3.2 5.9 7.98NS
Berbere 29.5 22.7 -0.64NS 20.8 12.6 -24.63NS
Bola 136.5 161.3 2.33*** 715 67.2 -12.89NS
Chile de Arbol 31.9 347 0.27Ns 16.8 7.9 -26.69NS
Chimayo 25.6 324 0.63N\S 12.6 18.7 18.45NS
Di Senise 114.9 124.4 0.90NS 80.7 745 -18.68NS
Doux Long des Landes 105.6 109.5 0.37Ns 77.1 78.1 3.04NS
Espelette 127.7 195.0 6.33*** 106.8 102.2 -13.67NS
Gernika 179.9 263.3 7.85%*** 137.5 165.9 85.01***
Guindilla Ibarra 2115 144.4 -6.31*** 119.5 103.6 -47 .58***
Jalapa F1 7.1 24.9 1.67** 2.4 174 44.86**
Jalapeno Candelaria 5.1 7.5 0.22N8 2.3 5.3 8.86NS
Jalapeno Espinalteco 8.0 2.8 -0.49Ns 2.3 0.7 -4.87NS
Mojo Palmero 131.6 189.0 5.41%** 104.7 128.3 70.65%**
Numex 6-4 18.3 21.7 0.32N\s 12.3 14.5 6.50NS
Numex Big Jim 110.3 112.9 0.24Ns 76.8 65.5 -33.82*
Numex Congquistador 28.7 27.2 -0.14Ns 13.7 9.3 -13.14N8
Padron 164.4 181.3 1.59* 102.5 113.5 -14.14N8
Pasilla 257.0 324.3 6.34*** 93.3 76.0 60.39***
Petit Marsellais 0.0 0.0 0.00NS 5.1 6.4 3.92N8
Piquillo 138.1 136.9 -0.11Ns 72.1 71.6 -1.64NS
Serrano Criollo 25.4 33.9 0.79Ns 10.9 13.8 8.43NS
Serrano 102.5 111.7 0.87Ns 49.6 47.3 -6.77NS
Mean 82.9 95.9 50.3 52.2
C. annuum mean 69.9 80.3 42.4 43.8
Other Capsicum species
Aji dulce 11.8 10.6 -0.11Ns 6.8 5.6 -3.49N8
BOL-37R 23.8 19.2 -0.43N\8 135 114 -6.49NS
BOL-58 181.8 192.8 1.03Ns 146.8 141.3 -16.24NS
BOL-144 30.5 33.7 0.31Ns 26.1 20.5 -16.65NS
ECU-973 14.3 21.3 0.66NS 7.5 11.6 12.10NS
ECU-994 144.6 127.6 -1.60* 79.8 70.7 -27.24N8
P1-152225 99.1 41.7 -5.41%** 24.8 16.4 -24.92N8
Other Capsicum mean 72.3 63.8 43.6 39.7
Total mean 92.8 a? 103.4a 57.6a 579a
Environmental effect -5.31 531 -0.17 0.17
Standard error 21.99 22.24 11.11 11.23

NS * ™ and ™ indicate not significant for a probability p >0.05 and significant for p <0.05, 0.01 and
0.001, respectively, according to the statistical F ratio.
2 Total means with different letters within each ripening stage indicate significant differences at p< 0.05.
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(capsanthin and capsorubin) are synthetized from yellow and orange precursors, feeding
back the new synthesis of yellow/orange carotenoids [50].

Total average was similar in both growing systems for both TCr and TCyio
confirming the nonsignificant effect of growing system detected in the ANOVA (Tables
2 and 5). Thus, TCr total average was 93 and 103 mg-100 g* for organic and
conventional systems respectively, and around 58 mg-100 g for TCy/o in both systems,
and the same was found considering the different groups of peppers (Table 5).
Moreover, in comparison to AAC and TP very few accessions showed significant
differences for TCr and TCvio between organic and conventional conditions, which
explains the lack of significance of the genotype x growing system interaction (Table
2). Thus, for TCr only three accessions showed higher levels in organic conditions
compared to conventional (ECU-994, Guindilla Ibarra and P1-152225), while the
contrary was found in seven accessions (Table 5). The behavior in TCy/o was similar
with only two accessions significantly better under organic conditions (Guindilla Ibarra
and Numex Big Jim) and five under conventional conditions (Ancho, Gernika, Jalapa
F1, Mojo and Pasilla) (Table 5). This fact was previously reported by some authors
[51,52], although other studies found significant differences due to growing conditions
[32,34]. Moreover, it has been described that the content in carotenoids depended on
genotype, soil type and grower-specific inputs as fertilizers and methods of pests control
[53]. From our experiment, performed with a large diversity of varietal types, we can
conclude that the factors that enhance in general AAC and TP under organic conditions
do not have this effect in carotenoids. Probably the antioxidant nature of ascorbic acid
and phenolics drives to increase their levels in plant tissues in response to free-radicals
accumulation under more stressing-low input conditions of our organic trials. By
contrast, the primary role of carotenoids as photoreceptors and photoprotectors did not

provide any response.

Ripening process in AAC and TP under organic and conventional practices

Ripening process favoured the accumulation of AAC in fully ripe fruits. Thus, all the
varieties showed higher AAC at fully ripe stage than at unripe stage (slope fully
ripe/unripe > 1, Fig 1). These findings agree with reports from other authors [19,25,54],

although the large number of accessions used in our study showed a wide variation in
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the magnitude of such increase, mainly depending on the genotype but also modified by

growing conditions.
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Fig 1. Comparative study of the content of ascorbic acid (AAC, upper, mg-100 g fresh
weight) and total phenolics (TP, bottom, mg-100 g fresh weight), in organic (o) and
conventional (A) growing systems. The oblique lines included in the graph represent
slope 1 (continuous line, ratio fully ripe/unripe = 1, increase 0% with ripening) and
slope 2 (discontinuous line, ratio TP fully ripe/TP unripe = 2, increase 100% with
ripening).

In this regard, some accessions showed an increase in AAC during ripening

comprised between 1% and 100% (1< slope < 2), although in most accessions the

ripening process increased AAC more than 100% (slope > 2) (Fig 1). In these last cases,
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there was a range of increases with ripening and even some accessions showed levels at

the fully ripe stage 4-8 fold from those at the unripe stage (Fig 1).

In comparison, organic conditions enabled higher increases in AAC than
conventional conditions, and data from organic grouped mainly in the areas of higher
slopes (Fig 1). This was in agreement with the results observed on Table 3, where AAC
total means increased with ripening but at higher extent in organic, and also the increase

of most accessions was higher under organic.

As observed for AAC, the accumulation of TP increased with the ripening process in
general and in most genotypes (slope fully ripe/unripe = 1, Fig 1), although this effect
was not so consistent and even some accessions, five in organic and ten in conventional,
had lower values at the fully ripe stage (Fig 1). Our results agree with a review of other
reports. Thus, the accumulation of phenolic compounds with ripening has been

described but also the decrease and even depending on the cultivars [55-57].

The studied accessions showed different magnitudes of TP increase with ripening, as
genotype x ripening stage interaction showed in the ANOVA (Table 2) as can be
observed in the range of slopes displayed in Fig 1. It should be also noted that the
increase in TP with ripening could be modified by growing system conditions (i.e.
growing system X ripening stage interaction, Table 2). In this sense, within the organic
growing system eleven accessions had slopes comprised between 1 and 2 and twenty-
one accessions had slopes between 2 and 5 (Fig 1). By contrast, within the conventional
system twenty-four accessions showed slopes comprised between 1 and 2, while only
three accessions had slopes ranged between 2 and 3 (Fig 1). Thus, similarly to AAC, the
organic growing system appeared to increase the accumulation of TP with the ripening

process at a higher extent than conventional conditions.

These results suggest that, in general, organic conditions may strengthen the increase
of AAC with the ripening process in a more intense way than conventional conditions.
In this regard, the different behaviour detected between unripe and fully ripe fruits in
terms of TP and AAC should be considered. Thus, the levels of both antioxidants in
fully ripe fruits were higher (in general and in most accessions) in organic cultivation,
while the contrary was true in unripe fruits. These findings suggest that some factors
present in organic conditions may increase the accumulation of antioxidants in the fruits

of most Capsicum genotypes, but mostly in fully ripe fruits. Perhaps, fruits during
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ripening are more sensitive to factors from soils, like those from high fertilized
conditions typical of conventional practices, in comparison to less fertilized (organic)
conditions. In this regard, some studies [58-61] reported that high rates of specific
mineral fertilization could lead to nutrient dilutions and interactions. Thus, conventional
soil management could cause interactions that disturb the balance of soil nutrients,
essential in the metabolic pathways of biosynthesis, which could be one of the reasons

that leads to a lower accumulation of ascorbic acid and phenolics at the end of ripening.

Potential selections of materials for organic cultivation

Based on the results of our trials, a potential selection of plant material for organic
cultivation would be possible considering high mean levels of bioactive factor,
coefficient of regression, and varietal groups, as well as each ripening stage due to the

importance of this factor for the commercial use of fruits.

Thus, within the unripe stage, C. annuum accessions such as Chimayo, Gernika,
Jalapeno Candelaria, Mojo Palmero, Padro'n, Pasilla, Petit Marsellais and Serrano
Criollo would be the best options as their sum of AAC and TP reaches 200-300 mg*100
g!, as well as Pimiento Valenciano among the fleshy bell peppers group (Fig 2). Also,
many accessions from the exotic species like C. chinense Aji Dulce, ECU-973 and
ECU-994, C. baccatum BOL-37R and particularly C. frutescens BOL-144 showed an
outstanding performance, which offers an opportunity to these materials in new markets
with the added value of their exotic appearance and levels of bioactive compounds

under organic practices.
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Fig 2. Comparison among accessions at the unripe stage considering ascorbic acid
content (AAC) and total phenolics (TP) under organic (upper) and conventional
(bottom) growing systems. Texture of columns, based on 3 parameter, indicates better
response to organic (Org.), conventional (Con.) or stable behaviour (Sta.). Bars on the
top of columns indicates standard error intervals.

Considering the fully ripe stage, several materials could be selected for organic
cultivation. Thus, within C. annuum accessions like Bola, di Senise, Doux Long des
Landes, Espelette, Gernika, Guindilla de Ibarra, Mojo Palmero, Numex 6—4, Numex

Big Jim, Pasilla, Padron, Petit Marsellais and Piquillo, as well as Najerano, and even
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Fig 3. Comparison among accessions at the fully ripe stage considering ascorbic acid
content (AAC), total phenolics (TP) and total carotenoids (TCr+TCyv/o0) under organic
(upper) and conventional (bottom) growing systems. Texture of columns, based on 3
parameter, indicates better response to organic (Org.), conventional (Con.) or stable
behaviour (Sta.). Bars on the top of columns indicates standard error intervals.

Bierzo, among the bell peppers group, offered very high total levels of bioactive
compounds (500-800 mg-100 g*) (Fig 3). Even more, C. annuum Chile de Arbol and
Chimayo and C. chinense P1-152225 showed high levels of AAC and TP and Petit
Marsellais, despite of very low carotenoids levels, is a good alternative among
yellow/orange peppers. In addition, C. baccatum BOL-58, C. chinense ECU-994 and C.

frutescens BOL-144 showed high total levels and could be selected among the exotic
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species for a niche of exotic products within the organic market, especially BOL-58 and
ECU-994, because of their particular aroma and flavour at the ripe stage as reported by
[62].

Finally, most of the mentioned materials also showed a high performance in
conventional conditions, which suggests a wide adaptation to other growing conditions,
including different organic production units (Figs 2 and 3). Even more, several
materials like Chimayo, Disenise, Gernika, Guindilla Ibarra, Mojo Palmero, Padron,
Pasilla, Petit Marsellais, Piquillo, and the exotic C. chinense ECU-994 and C. frutescens
BOL-144 offered remarkable levels of bioactive compounds regardless the ripening
stage (Figs 2 and 3) and, therefore, its cultivation could be advised for producing high-

quality fruits both unripe and fully ripe stages.

Conclusions

In conclusion, our findings enabled to assess the impact of factors like the genotype,
the ripening stage and their interactions on the response to organic cultivation
(compared to conventional) for the levels of the main bioactive compounds in peppers,
founded on a comprehensive varietal diversity of Capsicum. A wide range of variation
was found among the studied accessions, regardless the ripening stage and growing
conditions. Also, fully ripe fruits were found considerably richer than unripe fruits in
the studied bioactive factors, with the only exception of very few accessions in
phenolics; and organic cultivation provided, as a whole, higher levels of ascorbic acid
and phenolics at this stage. Moreover, the remarkable genotype x environment
interaction allowed the selection of several accessions with a remarkable performance
under organic conditions at both ripening stages. By contrast the effects of growing
conditions and the genotype x growing conditions were nil on the levels of carotenoids,
whose variation was mainly due to the genotype factor. The results will be very helpful
for breeders and scientists aimed at breeding high-added vegetables for adaptation to

organic production systems.
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S1 Table. Basic soil analyses of
transplanting.

both plots used in

the experiment right before

Parameter Organic plot Conventional plot
Soil texture Sandy-clay loam Sandy-clay loam
Available water capacity (% d.w.) 11.94 11.50

pH (H20-based) 8.14 8.21

EC (dS/cm) 0.363 0.341
CaCOs (% d.w.) 11.88 11.11

N total (% d.w.) 0.10 0.10
Organic matter (% d.w.) 2.49 2.05

C/N ratio 11.45 12.29

P assimilable (ppm) 92.06 92.30

K (ppm) 694 714

Ca (ppm) 4851 4002

Mg (ppm) 451 446
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Abstract

BACKGROUND: In recent years, the acreage used for organic agriculture and the
demand for organic fruit and vegetables have increased considerably. Given this
scenario, landraces, such as Capsicum landraces, can provide valuable germplasm.
Capsicum peppers are very interesting because of their high phenolic content, and
particularly their flavonoid content, which provides a high added value. Moreover, the
broad genetic diversity in local varieties expands the opportunities for adaptation to
organic production and for exploiting genotype x environment interactions to select

peppers with the highest phenolic content.

RESULTS: In this work, the main flavonoids of peppers were exhaustively evaluated
over 2 years in a wide collection of heirlooms, both unripe and fully ripe, under organic
and conventional cultivation. The genotype and ripening stage contributed to a high
degree to the variation in flavonoids. The growing system influenced this variation to a
lesser extent. Luteolin and quercetin showed the highest contributions to total phenolic
content (70% and > 20%, respectively) at both ripening stages, while myricetin,
apigenin, and kaempferol showed lower contributions. The average flavonoid content
was higher in ripe fruits, and organic management significantly increased the
accumulation of total flavonoids and luteolin. Positive correlations between flavonoids
were found at both ripening stages, especially between main flavonoids luteolin and

quercetin and between kaempferol and quercetin (p > 0.7).

CONCLUSION: Genotype x environment interaction enabled the identification of
accessions with high flavonoid content grown under organic conditions at both ripening
stages, particularly total flavonoids and luteolin at the fully ripe stage. Our results
reinforce the importance of a wide genetic variation and of considering different

ripening stages and growing conditions for breeding high-quality peppers.

Keywords: HPLC; antioxidants; sustainable agriculture; quercetin; luteolin; kaempferol
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Introduction

Human consumption habits are constantly changing as a result of social, historical,
and / or environmental factors. Nowadays, the demand for products coming from
sustainable production systems like organic agriculture is increasing. The organic
cultivated area in Europe increased from 6.8 million hectares in 2005 to 13.5 million
hectares in 2016 [1]. The main reasons for such trend are: (i) to prevent excessive
phytosanitary treatments and fertilizers in order to decrease the impact on agroecology
equilibriums and to contribute to a more sustainable use of resources; (ii) the
assumption that organically produced fruits and vegetables are healthier and richer in

nutraceutical compounds [2-5].

By contrast, plant breeding, particularly in vegetables, has traditionally been focused
on conventional and highly intensive agricultural practices. There is thus a need for the
adaptation and improvement of plant materials used in organic agriculture because most
cultivars are modern F1 hybrids whose breeding process has been mainly carried out
under high-inputs conditions. In this regard, traditional varieties (i.e. ecotypes,
landraces, and heirlooms) can be considered very interesting plant resources that can be
used as a starting point in organic breeding. They have been cultivated by generations of
farmers and have evolved and adapted to the low-input conditions typical of traditional
growing systems — particularly cultivars grown before the green revolution [6].
Moreover, in contrast to modern F1 materials, they may show several traits of interest
like resistance to local diseases and higher nutritional and organoleptic qualities that are
greatly appreciated by consumers (i.e. ‘taste of the past”) [7]. Furthermore, these plant
resources display a huge genetic diversity, which is essential when attempting any
breeding program, and promoting their use enables the conservation of agrodiversity
and mitigates the genetic erosion of plant resources [8].

In this respect, Capsicum peppers represent a good case study. Native peppers from
America (or chilies) are grown worldwide. They were introduced to Europe in the
fifteenth century and then to Africa and Asia in the sixteenth century. Currently, the
harvested area for both dry chilies and fresh peppers is about 4 million ha [9]. They
encompass a wide range of varietal types and genotypes. Cultivated peppers belong to
five species of the genus Capsicum: three from the annuum complex, which includes

the most economically important species C. annuum (sweet and chili peppers, e.g. bell
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types, jalapenos, serranos, anchos, pasillas, and many cayenne peppers), C. chinense
(e.g. Bhut jolokia and Habanero) and C. frutescens (e.g. Tabasco), and other two
species, mainly grown in the Andean region, C. baccatum (South American aji) and C.
pubescens (rocoto in Andean countries or Manzano in Mexico) [10,11]. As a gateway to
Europe, Spain became a source of diversity for C. annuum due to the large
heterogeneity in its agroclimatic conditions, and its various culinary uses for the
peppers, which gave rise to a plethora of ecotypes in all the regions of the peninsula and
islands (Canary and Balearic). In fact, nowadays Spain has an extensive list of protected
designations of origin (PDOs) and protected geographical indications (PGIs) — much
larger than for other fruit [7,12].

The rapid increase in the popularity of peppers and their fast spread from America
were due to their double use as vegetables and / or spices, and their usefulness at both
the unripe and fully ripe stages [13-15]. Later, Capsicum fruits were found to have a
high nutritional value due to their bioactive compound content, which included vitamins

(A, B complex, C, and E), carotenoids, and, particularly, phenolic compounds [16-18].

Phenolic compounds are secondary metabolites that are produced naturally by plants.
They have a range of functions related to plant development, structural integrity, colour,
and sensory characteristics, as well as protection against predators, infections, and
diseases [19-21]. Phenolic content may be influenced by genetic and agroclimatic
factors [22-24]. The contribution of these bioactive compounds in the human diet is
valued due to their scavenging-derived metabolites and antioxidant functions, such as
anti-inflammatory, antiatherosclerotic, and antitumor properties, and their effects in
combating diseases [25-27]. According to previous reports, the main group of phenolics
in Capsicum pods with antioxidant properties are flavonoids. These have a structure of
two phenyl rings and one heterocyclic ring (C6-C3-C6) [28]. Quercetin, luteolin,

myricetin, kaempferol, and apigenin are the most common examples [29-31].

Objective

The objective of the present study was to assess the content of the main phenolic

compounds in a comprehensive collection of varietal types of pepper and chili under
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two growing conditions, organic and conventional management, and to examine the
changes in the phenolics profile due to the fruit ripening in different years. As far as the
authors are aware, this is the first exhaustive study on the effect of organic conditions,
ripening stage, genotype, and their interactions on the accumulation of the main

antioxidant phenolics in a broad collection of Capsicum varietal types and species.

Material and methods

Plant material

This work was developed with a collection of 14 Capsicum accessions including C.
annuum (12), C. chinense (1), and C. baccatum (1). The collection encompassed a wide
diversity of morphotypes and geographical origins, including ecotypes of PDOs and
PGls (Table 1; see also Appendix 1a and Appendix 1b).

Pepper cultivation

The trials were carried out during two consecutive growing seasons (2015 and 2016).
Plants were grown under open field conditions in a spring-summer growing cycle, in
both organic and conventional systems. Both plots were located in Sagunto (Valencia,
Spain). The organic plot was within the protected area ‘Marxal dels Moros’ (UTM
coordinates, X: 734494.88 and Y: 4390434.86) while the plot managed under
conventional conditions was located close to this protected area (X: 732900.40 and Y:
4391754.37). In this way, agroclimatic and environmental characteristics (i.e. climate
and soil texture) were similar in both plots. Organic and conventional plots were
distributed in ridges, and plants were transplanted on the top of the ridges at a distance
of 0.5m within each ridge and with 1mbetween ridges. Plants were irrigated by furrow
irrigation three times per month during spring months and four times per month in

summer months.



Table 1. List of accessions used, local name, origin and fruit traits (Appendices 1la and 1b).
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Cultivar/accession Origin Colour  Mesocarp Shape Length/width Weight (g)
(Pochard type) (mm)

C. annuum

1. Bierzo Cons. Reg. PGI Pimiento Asado Bierzo. Carracedelo, Leon (Spain) Red Thick, fleshy Conical/heart (P) 104/94 100-200

2. Bola Cons. Reg. PDO Pimentén Murcia. Totana, Murcia (Spain) Deep red Thin, high dry matter ~ Round (N) 35/41 10-25

3. Espelette Frangoise Jourdan. Type PGl Piment d"Espellette. INRA Geves (France) Deep red Thin, high dry matter  Elongated (C3) 138/29 25-50

4. Gernika S. Larregla. PGI Gernikako Piperra. NEIKER, Euskadi (Spain) Deep red Thin, high dry matter  Elongated (C2) 84/32 25-50

5. Guindilla Ibarra S. Larregla. EUSKO-Quality Label. NEIKER, Euskadi (Spain) Red Thin, high dry matter ~ Very elongated (C1) 139/11 <10

6. Jalapeno M Reimer Seeds (USA) Red Thick, fleshy Elongated (B4) 65/31 10-25

7. Mojo Palmero Reserva Mundial de la Biosfera. La Palma, Canarias (Spain) Deep red Thin, high dry matter  Elongated (C2) 56/21 10-25

8. Numex Big Jim P.W. Bosland. NMSU, Las Cruces, New Mexico (USA) Red Medium Elongated (C2) 215/34 50-200

9. Padron Cons. Reg. PDO Pemento Herbén. Corufia/Pontevedra, Galicia (Spain) Red Thin, high dry matter  Elongated (B4) 65/26 <10

10. Piquillo Cons. Reg. PDO Pimiento Piquillo de Lodosa. Lodosa, Navarra (Spain) ~ Deep red Medium Triangular (C4) 94/48 50-100

11. Pimiento Valenciano COMAV Institute. Valencia (Spain) Red Thick, fleshy (Bell) Elongated (B1) 162/73 >250

12. Serrano Reimer’s Seeds Co. Mexico Red Medium Elongated (B4) 35/16 <10

C. baccatum

13. BOL-58 Cochabamba. Cochabamba (Bolivia) Deep red Thin, high dry Elongated 70/15 5-10

C. chinense

14. ECU-994 Archidona, Napo (Ecuador) Red Thin, high dry matter ~ Triangular 42/15 5-10
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In the soil of the organic plot and prior to our trials, a crop rotation every 4 years was
applied, and, before each trial, sheep manure was applied as fertilizer (4 kgm).
Treatments for pest control were not necessary in the organic plot because the micro-
fauna balance was established after years of organic management in the ‘Marxal dels

Moros’ area. Adventitious plants were controlled by hand clearing (once per month).

By contrast, conventional management included fertilization based on several
inorganic products. Thus, a mix of nitrogen, phosphorus, and potassium (15-15-15; 50
g m?; FERTIBERIA, Sagunto, Spain) was applied before transplanting, and after
transplanting iron chelate (one application of 3 kg 1000 m?; FERTIBERIA) and
calcium nitrate (one application at 20 g L? and two applications at 10 g L?;
FERTIBERIA). Pests were controlled using abamectin (1.8%, EC; AFRASA, Valencia,
Spain) and chlorpyrifos (48%, EC; AFRASA) as pesticides in combination with copper
oxychloride (58.8% WP; AFRASA) as fungicide. Thus, chlorpyrifos (50 cc) was
combined with copper oxychloride (100 cc) in 20 L of water (six times per season) and
abamectin (30 cc) with copper oxychloride (100 cc) in 20 L of water (3 times per

season). Adventitious plants were cleared manually once per month.

Design and preparation of samples

A random distribution model was chosen for the design of both plots. Ten plants per
accession were distributed randomly in two blocks of five plants per plot. This
experimental design was framed by a border of excess plants from transplanting. Fruits
were harvested at both ripening stages to prepare unripe and fully ripe samples
separately. Each sample was prepared with the fruits of two plants (one per block) and,
therefore, 5 samples (n = 5) per combination of accession (14) x ripening stage (2) x
growing conditions (2) were analyzed in both the 2015 and the 2016 trials; 30 g of fruit
mesocarp of each sample was lyophilized in a Wizard 2.0 freeze dryer (VirTis,
Warminster, PA, USA) and milled. The powder samples were then placed in sealed
falcon tubes and stored in dry and dark conditions until the extractions and analyses of

phenolics.
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Analysis of phenolics

The extraction of phenolics was carried out as described by Plazas et al [32] with
some modifications. A subsample of 100 mg of each lyophilized sample was placed in a
2mLmicrocentrifuge tube with 1.5mL of extraction solution (methanol/water 80:20 v/v;
0.1% BHT), mixed with vortex and incubated in an ultrasonic bath (Elmasonic s30,
Elma Schmidbauer GmbH, Singen, Germany) at 30 °C for 1 h. The mixture was then
centrifuged at 9500xg for 5 min and 750 pL w collected in a 2 mL threaded
microcentrifuge tube. The extract solution was hydrolyzed with 3 mol L™ HCI at 95 °C
in a thermoblock for 1 h (Thermoblock TD, Falc Instruments, Treviglio, Italy). The
hydrolyzed sample was cooled to room temperature and stored at —80 °C until the
analysis, then they were filtered through a 0.22 um polytetrafluoroethylene (PTFE)

membrane.

For the determination of the main flavonoids in Capsicum, a methodology based on
that described by Bae et al. [29], with slight modifications, was used. The flavonoids
were determined in their aglycon form after acid hydrolysis by high-performance liquid-
chromatography (HPLC, 1220 Infinity LC, Agilent Technologies, Madrid, Spain)
coupled to an UV detector. Flavonoids were separated using a Brisa LC?-Cig column (3
um, 150 x 4.6 mm) (Teknokroma, Barcelona, Spain), with 0.1% formic acid in water
(A) and HPLC-grade methanol (B, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) as mobile
phase and 0.8mL-min of flow rate. Detection was performed at 360 nm and 10 uL of

sample infection volume were used.

Total flavonoid content was calculated as the sum of the five flavonoid aglycons
analyzed, and the results were presented in mg of each flavonoid per kg of fresh fruit
and were plotted using ggplot2 package (2.2.1 version) [33]. Fresh weight was
estimated according to the initial moisture content, which was estimated from the
difference in weight of each sample before and after the process of freeze drying.
Identification of flavonoids was carried out through comparison with retention times
(Rt) of the external standards, quercetin (purity >95%, Rt: 7.99 s), luteolin (98%, Rt:
8.40 s), myricetin (96%, Rt: 6.82 s), kaempferol (97%, Rt: 8.98 s), and apigenin (95%,
Rt: 9.20 s), purchased from Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich Spain). Calibration curves
for quercetin (11.4-114.0 pg mL™), luteolin (11.8-117.6 ug mL™?), myricetin (1.0-9.6
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pg mLY), kaempferol (1.0-9.7 png mL?), and apigenin (1.0-9.5 pug mL?) were
performed three times.

Statistical analysis

Data were analysed using the Statgraphics Centurion XVII software (StatPoint
Technologies, Inc; Warrenton, VA, USA) and a generalized linear model analysis of
variance (GLM ANOVA) with transformed data (log x +1) was used.

For the general ANOVA, the linear model used was
Xijim = p + @i + bj +Ck +dit (o x B)ij + (a X y)ik + (B X ¥)ik + €ijia(m),

where Xijuim is the value for fruit sample m of genotype i, growing system j, ripening
stage k and year I; p is the general mean; a; is the effect of genotype i; bj is the effect of
growing system j; ck is the effect of ripening stage k; di is the effect of year I; (a % B)jj is
the interaction between genotype i and growing system j; (o X y)ik is the interaction
between genotype i and ripening stage k; (B X y)j is the interaction between growing
system j and ripening stage k and eijim) is the error term, i.e. the effect of fruit sample m
from the combination of genotype i, growing system j, ripening stage k and year I. Year

interactions were not performed in GLM ANOVA due to its nature as a random factor.

The ANOVA was distinguished between unripe and fully ripe stages and the linear

model used was
Xijk = w + ai + by + ¢k (o0 X B)ij + €ijkq),

where Xijju is the value in one specific ripening stage for fruit sample | of genotype i,
growing system j and year k; u is the general mean; a; is the effect of genotype i; bj is
the effect of growing system j; cx is the effect of year k; (a x B)ij is the interaction
between genotype i and growing system j and eijkq) is the effect of fruit sample | from

the combination of genotype i, growing system j and year k.

The means were calculated for each set of ten samples and regression analysis was
used to study the genotype x growing system interactions [34]. The regression
coefficients (B) per genotype were calculated from the average contribution of each

growing system and the formula
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Si=(uij-wijk) / (environmental mean) = (pij-ijk) / (Wi-jk);

where pi is the regression coefficient value for each specific trait and ripening stage for
genotype i; uj is the mean of genotype i in growing system j; pijk iS the mean of
genotype i for both growing systems j and k, p; is the mean for all the genotypes in
growing system j, pjk is the mean for all the genotypes in both growing systems j and k.
The cases with B values that did not differ significantly from O were considered stable
genotypes against the growing system effect [35].

Correlation between phenolics was studied using Spearman'’s rank coefficient p for
the unripe stage (n = 280), fully ripe stage (n = 279), and the evolution of phenolics in
ripening (ratios fully ripe/unripe, n = 28). The correlation between genotypes according
to their composition in phenolics was studied through principal component analysis
(PCA) and the heatmap graphical representation of data for both growing systems in
unripe and fully ripe stage was studied using online software, ClustVis [36]. Original
values were transformed by In (x + 1) and singular value decomposition (SVD) with

imputation was used in PCA.

Results and discussion

Effects of genotype, growing system, ripening stage, and interactions

The ANOVA analysis showed that the genotype (G) had the highest contribution to
the observed variation with a significant effect for both total and individual flavonoids,
except for myricetin and kaempferol (Table 2). To a lesser extent, the year effect also
contributed significantly to the variation in total flavonoids and most individual
flavonoids (except for myricetin), which confirms the importance of a multi-year design
to decrease the environmental effect related to agroclimatic conditions from year to
year, especially in open fields [37]. The ripening stage (R) also contributed significantly
in all flavonoids, particularly in myricetin (Table 2), indicating changes in the content of
phenolics due to the ripening process [38]. By contrast, the general effect of the growing
system (E) was not significant, although significant G x E interaction was found for

variation in total flavonoids (P < 0.05) and luteolin (P < 0.01), suggesting a different
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behavior of the accessions depending on the growing system. Also, G x R interaction
was significant for total and individual flavonoids. This fact and the high contribution of
the ripening stage could be hiding the magnitude of the other factors to the observed
variation and, therefore, specific ANOVA for each ripening stage were then performed

separately (Table 2).

Table 2. General and specific ANOVA corresponding to each ripening stage for total
flavonoids, luteolin, quercetin, myricetin, apigenin and kaempferol.

Total
Effect Flavonoids

dft MS?2 df MS df MS df MS df MS df MS

Luteolin Quercetin  Myricetin  Apigenin Kaempferol

General ANOVA

Main effect
Genotype (G) 13 12.12*** 13 13.14*** 13 26.39*** 13 4.13*** 13 6.07*** 13 3.88***
Growingsystem(E) 1 0.06" 1 005N 1 0478 1 007N 1 0.008 1 0.03"
Ripening stage (R) 1 1.48*** 1 133*** 1 1.06* 1 56.74*** 1 1.83*** 1 0.34*

Year 1 5.76%** 1 4.42*** 1 1851*** 1 0.00NS 1 3.12%** 1 5.48***
Interactions
GxE 13  0.14* 13 0.18** 13 0.33% 13 0.19" 13 0.04Ns 13 0.08Ns
GxR 13 0.70*** 13 0.61*** 13 2.15*** 13 1.92*** 13 0.39*** 13 0.18***
ExR 1 023% 1 022N 1 020N 1 0.02N 1 0.06NS 1 1.20%**
Error 515 0.08 515 0.07 515 0.23 515 0.35 515 0.05 515 0.06
Unripe stage ANOVA
Main effect
Genotype (G) 13 5.23*** 13 5.63*** 13 11.21*** 13 4.42*** 13 2.52*** 13 1.91***
Growing system (E) 1 003" 1 003 1 0.03% 1 0.01N 1 0.03V 1 0.79***
Year 1 1.94*** 1 1.14*** 1 7.35*** 1 1.88* 1 2.87*** 1 3.68***
Interactions
GxE 13 0.07"s 13 0.10N 13 0.21N 13 0.29" 13 0.10* 13 0.08Ns
Error 251 0.08 251 0.08 251 0.19 251 0.44 251 0.05 251 0.05
Fully ripe stage ANOVA
Main effect
Genotype (G) 13 7.59*** 13 8.12*** 13 17.33*** 13 1.63*** 13 3.94*** 13 2.14***
Growing system (E) 1 027 1 025 1 066N 1 0.08N 1 0.04NS 1 0.44*%
Year 1 4.03*** 1 3.65*** 1 11.43*** 1 2.10** 1 0.65*** 1 1.96***
Interactions
GxE 13  0.14* 13 0.17** 13 0.31NS 13 0.18NS 13 0.07MS 13 0.06Ns
Error 250 0.07 250 0.06 250 0.28 250 0.25 250 0.04 250 0.07

*k K

degrees of freedom; 2mean square; NS, *, ™ and ** indicate not significant for a probability p >0.05 and
significant for p <0.05, 0.01 and 0.001, respectively, according to the statistical F ratio.
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As found in the general ANOVA, the genotype effect was also significant and
predominant in total flavonoids and individual flavonoids at both unripe and fully ripe
stages, followed by the year effect (Table 2). By contrast to the general ANOVA the
ANOVAs considering each ripening stage separately showed a significant contribution
of the growing system and its interactions with the genotype in some flavonoids,
especially at the fully ripe stage (Table 2). For that reason, the discussion of results in

the next sections will be performed separately for each ripening stage.

Flavonoids in unripe fruits

The analysis of the main phenolic compounds at the unripe stage revealed
remarkable differences among flavonoids and among varieties (Table 3). Luteolin and
quercetin had on average the highest contribution to total flavonoids (around 70% and
25%, respectively) while myricetin, apigenin and kaempferol showed considerably
lower levels (< 5% total, each) (Table 3). Moreover, a considerable variation within
each compound was observed depending on genotype, and to a lesser extent depending
on the growing system and G x E interaction, as detected in the ANOVA (Table 2).
Thus, luteolin ranged between 29 and 220 mg kg* (for Jalapefio organic and Gernika
conventional, respectively), quercetin between 2 and 72 mg kg (for Jalapeno and
Guindilla Ibarra both in organic, respectively), myricetin between 1.3 and 9 mg kg
(for ECU-994 organic and BOL-58 conventional, respectively), apigenin between 0.2
and 4 mg kg (for Serrano organic and conventional and Guindilla Ibarra conventional,
respectively) and kaempferol between 0.04 and 2.5 mg kg (for ECU-994 organic and
Guindilla Ibarra conventional, respectively. Table 3). In a previous work of Howard et
al [39] these differences among phenolics in unripe Capsicum fruits were also detected
with quercetin and luteolin ranging from 2 to 68 and from 6 to 44 mg kg respectively.
However, the average content of quercetin in that report was higher than luteolin, while
the contrary was found in our study with a clear predominance of the mean luteolin
content. This fact reveals that the use of genetic diversity is highly recommended to

assess the behaviour of any crop.

Differences among genotypes, as found in the ANOVA (Table 2), were remarkable.
Thus, genotypes with the highest total phenolic compounds in unripe stage were Bierzo,
Gernika, Guindilla Ibarra, and Padron in both growing systems, Piquillo in the organic
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Table 3. Total and individual flavonoids average content (mg kg™ FW, n=10) and regression coefficient (B), of a collection of pepper fruits at

unripe stage, growing under organic (Org.) and conventional (Con.) conditions over two years.

Genotype Total Flavonoids Luteolin Quercetin Myricetin Apigenin Kaempferol

Org. Con. Bt Org. Con. § Org. Con. § Org. Con. B Org. Con. B Org. Con. B
Bierzo 141.33 140.09 -0.66NS 78.38 7146 -2.64NS 5539 60.05 -4.20NS 494 484 -0.84NS 101 153 61.26NS 1.61 221 254N
BOL-58 93.97 89.65 -2.32N8 68.15 64.40 -1.43NS 1583 1254 2.96NS 6.64 8.95 21.15* 285 3.12 3151\ 0.50 0.64 0.57Ns
Bola 88.93 9222 1.76NS 6596 73.90 3.03\s 17.26 1483 219N 2589 1.63 -11.60NS 259 152 -12462NS 0.22 0.35 0.53\
ECU-994 60.97 61.74 0.42Ns 4021 3831 -0.72NS 1599 18.02 -1.83%S 131 194 573NS 342 324 -2042NS  0.04 024 0.84\S
Espelette 119.55 142.69 12.41*** 86.34 108.14 831** 2539 27.17 -1.61NS 518 436 -7.54NS 156 1.46 -11.44NS 1.09 156 201N
Gernika 247.03 279.62 17.48***  186.84 220.53 12.84*** 50.79 49.58 1.09"S 6.12 6.13 0.11NS 156 1.60 4.32N8 1.72 1.80 0.30Ns
Guindilla Ibarra 287.14 287.18  0.02NS 205.35 211.98 2.53N\S 72.27 6448 7.01* 3.95 455 551INS 339 371 37.34NS 218 245 115N
Jalapeno M 37.67 38.79 0.60NS 2859 29.13  0.21N 203 215 -0.10NS 520 549 265N 151 171 22.75Ns 0.32 0.31 -0.06Ns
Mojo Palmero 99.25 112.58 7.15* 73.82 8569  4.53** 20.08 21.84 -1.59NS 387 340 -430N 090 071 -22.05NS 059 0.94 1.47NS
Numex Big Jim 76.86 68.58 -4.44NS 53.70 44.25 -3.60* 1655 17.90 -1.21NS 502 4.48 -493N 091 084 -7.35NS 0.68 1.11 1.81NS
Padron 135.86 144.21  4.48N\S 88.90 94.23 2.03\S 39.04 40.63 -1.43NS 537 6.15 7.05NS 120 1.34 17.04Ns 135 1.87 217N
Piquillo 120.72 102.03 -10.02***  86.76 7452 -4.67** 2841 20.87 6.79* 330 4.37 9.83NS 144 135 -1050NS 0.81 092 0.46NS
Serrano 9512 76.59  -9.94*** 68.16 56.86  -4.31* 18.19 1197 5.61NS 725 6.63 -5.60N 019 0.19 0.12Ns 1.33 0.94 -1.66NS
Valenciano 86.76  81.29 -2.93Ns 5353 48.02 -2.10NS 2698 26.64 0.31NS 437 402 -3.23% 090 121 36.06MS 0.96 1.41 1.87S

System mean 120.80a 122.66a - 84.62a 87.24a - 28.87a 27.76a - 4.67a 4.78a - 1.67a 1.68a - 0.96a 1.20b -

Environmental effect -0.93  0.93 - -1.31 131 - 0.56 -0.56 - -0.05 0.05 - 0.00 0.00 - -0.12 0.12 -

Standard error 1527 15.27 - 10.31 10.31 - 573 573 - 0.65 0.65 - 0.23 0.23 - 0.20 0.20 -

ISignificance levels according to the statistical F ratio: * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001; NS, not significant (p > 0.05)
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system, and Espelette in conventional growing system (>120 mg kg%, Table 3). Mean
values for luteolin ranged from 29 to 205 mg kg in organic and from 29 to 221 in
conventional, and several genotypes showed levels >85 mg kg (Espelette,
Gernika,Guindilla Ibarra and Padron in both systems, Piquillo in organic and Mojo
Palmero in the conventional system) (Table 3). A remarkable range of variation was
also found for quercetin, with mean values between 2 and 72 mg kg in the organic
system and between 2 and 64 mg kg in the conventional system. Thus, Bierzo,
Espelette, Gernika, Guindilla Ibarra, Padron, and Valenciano in both systems and

Piquillo in the organic system, showed values >25 mg kgt (Table 3).

Finally, regarding minor flavonoids, myricetin levels ranged between 1 and 7 mg
kgt and 2 and 9 mg kgt in the organic and conventional systems, respectively, with C.
baccatum BOL-58, Gernika, Jalapefio, Padron, and Serrano showing levels >5 mg kg
(Table 3). Apigenin ranged from 0.2 to 3.4 mg kg™t and from 0.2 to 3.7 mg kg in the
organic and conventional systems, respectively, with BOL-58, C. chinense ECU-994
and Guindilla Ibarra showing >3 mg kg™t in both systems (Table 3). Kaempferol mean
values ranged between 0.04 and 2.18 mg kg in the organic system and between 0.24
and 2.45 mg kgt in the conventional system, with Bierzo, Gernika, Guindilla lbarra,
and Padron >1.5 mg kg * (Table 3).

These results indicate the wide variability available in terms of phenolic content
depending on the genotype and suggest that there is a need to use comprehensive
genetic pools to breed for nutritional quality. In fact, these findings, based on a
considerable collection of varietal types, gave comparatively wider ranges of variation
in unripe peppers than those from Howard et al [39] based on four C. annuum varieties
and one C. frutescens, with quercetin plus luteolin values from 17 to 85 mg kg™ FW.
Another study, based on seven C. annuum cultivars and one C. chinense reported a
range of variation between genotypes at the unripe stage for total flavonoids (luteolin,
quercetin, myricetin, apigenin, and kaempferol) from 4 to 50 mg kg™* FW [40].
Nevertheless, our genetic pool of 14 varieties gave ranges for the sum of both
flavonoids much higher than the reports mentioned (30 to 275 mg kg™%), which indicates
the importance of working with a wide genetic pool for breeding and selection

purposes.

113



Regarding genotype X environment interaction, the main effect of the growing
system was small as revealed in the ANOVA (Table 2). Total means in organic versus
conventional systems were very similar in total flavonoids (121 versus 123 mg kg™?)
and most individual flavonoids, and only kaempferol showed significant differences
(being slightly higher in the conventional system) (Table 3). Considering the regression
coefficient S, most accessions showed stable behaviour, with similar mean values and
non-significant S values comparing organic and conventional conditions (Table 3).
Nonetheless, some genotypes showed significantly different responses depending on the
growing system at the unripe stage. Thus, Piquillo and Serrano for total flavonoids,
Guindilla Ibarra and Piquillo for quercetin and Numex Big Jim, Piquillo, and Serrano
for luteolin showed significantly higher levels in the organic system, whereas Espelette,
Gernika and Mojo Palmero had higher values for total flavonoids and luteolin and BOL-
58 for myricetin in the conventional system (Table 3).

Flavonoids in fully ripe fruits

Measurements of flavonoids in fully ripe fruits revealed generally higher averages
than those in unripe fruits (Table 4). As observed in unripe fruits, luteolin, quercetin and
myricetin were the main flavonoids in fully ripe fruits (70%, 21% and 6% mg kg™ of
total flavonoids, respectively, in both growing systems) (Table 4). The genotype effect
detected in the ANOVA suggested wide ranges of variation within each compound.
Thus, luteolin ranged between 33 and 270 mg kg* (for ECU-994 in the organic system
and Gernika in the conventional system, respectively); quercetin ranged from 2 to 79
mg kg (for Jalapeno and Gernika in the conventional system, respectively) and
myricetin ranged between 6 and 17 mg kg* (for Bola in the organic system and BOL-
58 in the conventional system, respectively) (Table 4). Finally, apigenin ranged between
0.1 and 5.8 mg kg ! (for Serrano and BOL-58 in the organic system, respectively) and
kaempferol ranged between 0.2 and 3.1 mg kg (for ECU-994 and Bierzo in the

organic system, respectively) (Table 4).

In terms of total flavonoids, accessions BOL-58, Espelette, Gernika, Guindilla Ibarra,
and Padron for both organic and conventional growing systems and Bierzo for the
organic system showed the highest values (i.e. >150 mg kg™2). For luteolin, the highest
levels corresponded to Gernika, Guindilla Ibarra (>200 mg kg?), BOL-58, and
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Table 4. Total and individual flavonoids average content (mg-kg™® FW, n=10) and regression coefficient (B), of a collection of pepper fruits at
fully ripe stage, growing under organic (Org.) and conventional (Con.) conditions over two years.

Genotype Total Flavonoids Luteolin Quercetin Myricetin Apigenin Kaempferol

Org. Con. Bt Org. Con. B Org. Con. B Org. Con. B Org. Con. B Org. Con. B
Bierzo 175.07 142.43 5.86*** 8481 70.29 3.26*** 78.00 61.69 20.25*** 635 6.17 -9.31NS 2.78 2.06 6.16NS 3.14 2.21 4,53Ns
BOL-58 219.24 159.04 10.81*** 161.18 115.35 10.28*** 3557 21.86 17.02*** 15.85 16.89 56.18N5 575 4.43 11.33* 0.90 0.51 1.88NS
Bola 88.54 9726 -1.57N\S 67.80 7213 -0.97"\S 12.72 1555 -3.52NS 5.86 7.06 64.71NS 175 211 -3.09\S 0.41 0.41 0.02Ns
ECU-994 57.11 6467 -1.36NS 3258 39.15 -1.47NS 13.24 1450 -1.56NS 791 7.95 216N 320 273 4.01N8 0.19 0.35 -0.79\S
Espelette 154.16 169.77 -2.80** 11214 125.17 -2.92** 29.79 3164 -229NS 940 9.63 1252V 172 204 -2.72NS 1.10 1.29  -0.90MS
Gernika 321.25 363.47 -7.58*** 24890 269.87 -4.71*** 5861 79.42 -25.84*** 895 8.61 -18.46NS 254 3.19 -558NS 2.26 2.38  -0.58NS
Guindilla Ibarra 336.99 313.97 4.14***  247.71 227.80 4.46*** 7359 73.44 0.19N\S 8.88 6.69 -118.46NS 393 3.97 -0.35NS 2.88 2.07 3.93N8
Jalapeno M 65.37 4481 3.69*** 50.45 33.92 3.71*** 375 179 243N 857 7.10 -79.38NS 193 156 3.15NS 0.67 0.43 1.16NS
Mojo Palmero 131.82 143.73 -2.14* 9156 104.31 -2.86** 29.18 27.01 2.69\S 8.46 10.05 85.86NS 125 1.30 -0.43\S 1.37 1.06 1.52N8
Numex Big Jim 7054 56.73 2.48** 47.66 35.08 2.82** 13.45 1351 -0.07Ns 747 6.47 -53.75NS 118 091 2.29NS 0.78 0.76 0.11Ns
Padron 155.80 148.73 1.27NS 101.93 9751  0.99NS 4194 39.06 3.58NS 8.71 9.20 26.44NS 136 1.40 -0.36NS 1.85 1.56 1.37NS
Piquillo 110.37 107.73 0.47NS 79.18 78.08 0.25NS 19.87 1825 2.01Ns 8.69 8.83 7.12\S 1.62 1.70 -0.66NS 1.01 0.88 0.62NS
Serrano 8443 7263 2.12* 62.97 5536 1.71NS 1031 590 5.47NS  10.08 10.65 30.55N° 0.05 0.06 -0.07\S 1.01 0.66 1.70NS
Valenciano 51.44 56.13 -0.84NS 34.87 39.00 -0.93N\S 8.69 9.04 -0.43\S 6.32 6.70 2051NS  0.69 059 0.89NS 0.87 0.81 0.32\8
System mean 144.22b 138.65a - 101.82b 97.36a - 30.28a 29.48a - 8.70a 8.71a - 2.12a 2.00a - 1.30b 1.10a -
Environmental effect 278 -2.78 - 223 -2.23 - 0.40 -0.40 - -0.01 0.01 - 0.06 -0.06 - 0.10 -0.10 -
Standard error 14.07 14.02 - 949 945 - 498 4.96 - 0.70 0.70 - 0.22 0.22 - 0.23 0.23 -

ISignificance levels according to the statistical F ratio: * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001; NS, not significant (p > 0.05)
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Espelette (>100 mg.kg™?), which showed these remarkable levels in both growing
systems, as well as Bierzo and Piquillo among fleshy genotypes (70-80 mg kg™?) (Table
4). Regarding quercetin, the highest values in both growing systems were found in
Bierzo, Gernika, and Guindilla lbarra (>60 mg kg™?). Variation in myricetin was
relatively low as most accessions showed contents close to the system means (8.7 mg
kg1 and only BOL-58 and Serrano had higher levels (10-17 mg kg™?) (Table 4).
Finally, BOL-58, ECU-994, Gernika, and Guindilla Ibarra in both growing systems and
Bierzo in organic had the highest levels in apigenin (>2.5 mg kg 1), while the highest
levels in kaempferol corresponded to Bierzo, Gernika and Guindilla Ibarra in both
growing systems (>2 mg kg 1) (Table 4). In comparison to other works, some genotypic
variability in phenolics has been observed in fully ripe fruits of Capsicum. Thus, Bae et
al. [40] reported ranges from 2 to 90 mg kg for total flavonoids in habanero (C.
chinense) and some C. annuum cultivars, while Ghasemnezhad et al. [41] reported
values for quercetin from 37 to 118 mg kg in C. annuum fruits. Furthermore, the
maximum levels for fully ripe fruits reported by Bae et al. [40] for luteolin, quercetin,
myricetin, apigenin, and kaempferol were 21, 31, 13, 3 and 6 mg kg, respectively,
whereas other authors studying only three bell peppers [42], reported 9, 33, 26, and 4
mg kg ! of luteolin, quercetin, myricetin, and kaempferol, respectively. In comparison,
and as found with unripe peppers, our study detected considerably higher values,
reinforcing the utility of using as much genetic diversity as possible for quality

breeding, regardless of the ripening stage.

The effect of the growing system was higher and significant in the fully ripe stage
compared to the unripe stage, with the organic system mean reaching 144 mg kg and
139 mg kg in the conventional growing system (Table 4). Other previous works
detected that accumulation of secondary metabolites as phenolics may be affected by
differences between cultural practices like limited nitrogen supply, which is
characteristic in organic cultivation, and which may favour the synthesis of flavonoids
and could explain our results in fully ripe fruits [43,44]. Thus, the higher contribution of
the growing system effect at the fully ripe stage may be due to a longer exposure of the
plants to the stressful conditions of organic system during the development of fully ripe
fruits, compared to the unripe stage. As found at the unripe stage, although to a greater
extent, the f parameter for genotype x environment interaction revealed both organic

and conventional adapted genotypes. Six genotypes, Bierzo, BOL-58, Guindilla Ibarra,
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Jalapeno, Numex Big Jim and Serrano, showed better behavior for the organic growing
system considering total flavonoids and some individual compounds, such as luteolin.
The organic growing system also improved individual phenolic content as quercetin
(Bierzo and BOL-58) and apigenin (BOL-58). Espelette, Gernika, and Mojo Palmero
had a better response in the conventional growing system regarding total flavonoids and
individual compounds like luteolin and quercetin (only for Gernika) (Table 4).

Evolution of flavonoids with the ripening process

As detected in the ANOVA, the ripening stage contributed significantly and
remarkably to the flavonoid content. Some authors have reported that unripe fruits may
show higher levels than fully ripe fruits [39,41,45,46], while the contrary has been
reported by others [47-49]. Probably, the scarce genetic diversity used in these works
could be the reason for this discrepancy, which indicates the relevance of using highly
variable germplasm collections for more robust studies to assess the effect of other

factors on the accumulation of bioactive compounds.

Our findings, based on a comprehensive collection of Capsicum peppers, indicate
that in general the ripening process increases the level of flavonoids, regardless of the
growing system. Thus, on average and in both growing systems, total flavonoids and
individual flavonoids were higher or similar in fully ripe fruits, with the only exception
being the minor flavonoid kaempferol under conventional conditions (Figs 1-6). This
was particularly remarkable in total flavonoids and the major flavonoid luteolin, whose
total means increased with ripening by 20% and 13% in organic and conventional
growing systems, respectively (Figs 1 and 2) and the minor flavonoid myricetin with a
mean increase of 80% in both growing conditions (Fig. 4). These findings agree with a
recent work that detected considerably higher levels of total phenolics through

spectrophotometric methods in fully ripe fruits in a collection of 37 accessions [34].

This average trend was also found considering accessions separately. Thus, most
accessions showed higher or similar flavonoid levels at the fully ripe stage compared
with their corresponding unripe levels, although the increase in flavonoids with the
ripening process differed among accessions (Figs 1-6). Thus, even some genotypes

showed higher levels at the unripe stage, as a result of the significant genotype X
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ripening stage interaction (Table 2). These less common cases of decreases during
ripening in peppers were also reported in other works [39,41,45].
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Figure 1. Comparative graphs of the average content (mg kg™' FW, n = 10) of total
flavonoids at unripe (green) and fully ripe (red) stages for organic and conventional
growing systems on each pepper accession. Point graphs signalize the proportion of
compound evolution with ripening (ratio fully ripe/ unripe) for each genotype in the
organic and conventional systems. A thicker grey line separates ratios that reflect an
increase in the compound average with ripening (ratios to the right of the line) from
those that show a decrease (ratios to the left of the line).
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Figure 2. Comparative graphs of the average luteolin content (mg kg™' FW, n = 10) at
unripe (green) and fully ripe stage fruits (red) for organic and conventional growing
systems on each pepper accession. Point graphs show the proportion of compound
evolution with ripening (ratio fully ripe / unripe) for each genotype in organic and
conventional systems. A thicker grey line separates ratios that reflect an increase of
compound average with ripening (ratios to the right of the line) from those that show a

decrease (ratios to the left of the line).
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Figure 3. Comparative graphs of the average content (mg kg~! FW, n = 10) of quercetin
at unripe (green) and fully ripe stage fruits (red) for organic and conventional growing
systems on each pepper accession. Point graphs show the proportion of compound
evolution with ripening (ratio fully ripe/unripe) for each genotype in the organic and the
conventional systems. A thicker grey line separates ratios that reflect an increase in the
compound average with ripening (ratios to the right of the line) from those that show a

decrease (ratios to the left of the line).
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Figure 4. Comparative graphs showing the average content (mg kg~! FW, n = 10) of
myricetin at the unripe (green) and fully ripe stage fruits (red) for organic and
conventional growing systems and for each pepper accession. Point graphs show the
proportion of compound evolution with ripening (ratio fully ripe / unripe) for each
genotype in the organic and conventional systems. A thicker grey line separates ratios
that reflect an increase of compound average with ripening (ratios to the right of the
line) from those that show a decrease (ratios to the left of the line).

121



'. — MEAN o
MH_%ﬂ Bierzo 1 . x
:—, BOL-58 - . &
—_ﬂ Bola x| .
— . ECUSY -
‘ _ Espelette x e
s Gemika - .
ﬁ_; . Guindilla Ibarra- o
:— Jalapeno - o x
! - Mojo Palmero - x .
‘ _ ' Numex Big Jim o
:—: Padron 1 >
n— % Piquilo - "
?: Serrano -
M_% Valenciano - x
6 4 2 0 2 4 6 0 1 2 3
Apigenin unripe Apigenin fully ripe ratio fully ripe/unripe
Conventional [l Organic Conventional [l Organic ¢ Conventional = Organic

Figure 5. Comparative graphs of the average content (mg kg~' FW, n = 10) of apigenin
at unripe (green) and fully ripe stage (red) for organic and conventional growing
systems and for each pepper accession. Point graphs show the proportion of compound
evolution with ripening (ratio fully ripe/ unripe) for each genotype in organic and
conventional system. A thicker grey line separates ratios that reflect an increase of

compound average with ripening (ratios to the right of the line) from those that show a
decrease (ratios to the left of the line).
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Figure 6. Comparative graphs of the average content (mg kg~! FW, n = 10) of
kaempferol at unripe (green) and fully ripe stage fruits (red) for organic and
conventional growing systems on each pepper accession. Point graphs show the
proportion of compound evolution with ripening (ratio fully ripe / unripe) for each
genotype in the organic and conventional systems. A thicker grey line separates ratios
that reflect an increase of compound average with ripening (ratios to the right of the
line) from those that show a decrease (ratios to the left of the line).
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The genotypes with the highest increases in flavonoid averages were BOL-58,
Gernika, Jalapeno, and Mojo Palmero, which showed, in general, higher fully ripe /
unripe ratios (Figs 1-6). Furthermore, myricetin levels in ECU-994 (both growing
systems) and Bola (conventional) increased fourfold to fivefold with ripening (Fig. 4)
and the same was found for kaempferol in ECU-994 (organic system) (Fig. 6). In
contrast, a few exceptions like Serrano and Valenciano showed a decrease in most
flavonoids (except myricetin) in both organic and conventional growing systems (Figs
1-6). Total flavonoids also decreased slightly in Numex Big Jim for both growing

systems, and in ECU-994 and Piquillo for the organic growing system (Fig. 1).

The differences in the accumulation of flavonoids with ripening also depended on the
flavonoid compound and this was particularly obvious in minor flavonoids. Thus, for
luteolin as the main flavonoid, genotypes showed very similar increases to those
observed in total flavonoids, with BOL-58 showing increases of 80% (conventional) or
140% (organic), and to a lesser extent Jalapeno with increases of 20% (conventional) or
75% (organic) and Espelette, Gernika, or Mojo Palmero with increases between 20%
and 40%, while the rest of accessions showed increases of <20% or no increases (Fig.
2). In the second main flavonoid, quercetin, the increases were more variable, from 70—
140% (BOL-58) to 70% decrease (Valenciano) (Fig. 3). Myricetin was the flavonoid
that increased with ripening in all the genotypes regardless of the growing system, with
increases that ranged from 30% in Bierzo to genotypes like Bola (conventional system)
or ECU-994 (organic system) with fourfold and sixfold increases, respectively (Fig. 4).
Minor flavonoids apigenin and kaempferol displayed similar behavior to luteolin and
quercetin, with general average contents in fully ripe fruits similar to or higher than
unripe fruits (Figs 5 and 6).

The effect of the growing system could be detected according to general highest fully
ripe/unripe ratios. On the whole, the organic growing system seemed to favour slightly
the accumulation of total flavonoids and luteolin during the ripening process because
the highest fully ripe/unripe ratios were detected in the organic system on average and
in most accessions (Table 4, Figs 1and 2). This was in agreement with previous works
based on total phenolics and a range of Capsicum materials [34,50]. Finally, according
to the ANOVA, a significant system X ripening interaction was detected for kaempferol
content (Table 2), which was due to significant differences between organic and

conventional ripening ratios (Fig. 6). Thus, for kaempferol most genotypes grown under
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conventional conditions showed fully ripe / unripe ratios <1, while most genotypes

grown in organic management showed ratios >1 (Fig. 6).

Correlation between phenolic compounds and similarities between accessions

The study of correlation for myricetin, quercetin, luteolin, kaempferol, and apigenin
at the unripe and fully ripe stages showed different degrees of correlation among them
(Fig. 7). The highest positive correlations were found between luteolin and quercetin,
between kaempferol and quercetin, and between kaempferol and luteolin at both the
unripe and the fully ripe stages, as well as between apigenin and quercetin and between
apigenin and luteolin at the fully ripe stage (Spearman's coefficient p from 0.6 to 0.8).
Furthermore, luteolin and myricetin in fully ripe fruits reached intermediate correlation
values (p = 0.5, Fig. 7). Such positive correlations between flavonoids might be due to a
concurrent accumulation because of shared transcriptional regulators of genes related to

flavonoid biosynthesis, as suggested by Lim et al. [51].
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Figure 7. Spearman's rank correlation coefficient for phenolic compounds at unripe
stage (n = 280), fully ripe stage (n = 280), and ripening (ratio fully ripe/unripe, n = 28).
NS, *, ** and *** indicate no significant probability at P > 0.05, and probability that is
significant for P < 0.05, <0.01 and < 0.001, respectively, according to the F ratio.

Finally, the correlation between phenolic accumulation and ripening was also

analysed by correlating the fully ripe / unripe mean ratios of the genotypes (Fig. 7).
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Highly significant and positive correlations were found between the ripening ratios of
luteolin and quercetin, between apigenin and quercetin, and between apigenin and
luteolin (p from 0.6 to 0.9, Fig. 7). These findings indicate similar changes of the
mentioned flavonoids with the ripening process, which could be due to common factors
in the metabolism of flavonoids during fruit development and ripening as reported by
Moriguchi et al. in citrus [52]. These positive correlations would also allow indirect
selection for phenolic compounds according to the values of other phenolic compounds,
which is of particular interest in the case of the two main flavonoids luteolin and

quercetin.

Principal component analysis (PCA) and the heatmaps allowed the relationship
between genotypes to be visualized in terms of their flavonoid content for each growing
system and ripening stage (Fig. 8). The wide variation and distribution of the genotypes
in these graphical representations at each ripening stage confirmed the importance of the

genotype factor previously detected with the ANOVA (Table 2).

Principal components 1 and 2 (PC1 and PC2) explained 52% and 28% of the total
variance at the unripe stage, respectively, depending on the flavonoid content (Fig. 8).
The loadings (eigenvectors) in PC1 for luteolin and quercetin, myricetin, and
kaempferol contributed negatively (around -0.6), while the contrary was found for
apigenin (data not shown). On the other side, PC2 showed positive loadings for luteolin,
quercetin, and apigenin and negative loadings for myricetin and kaempferol with a high
contribution of myricetin and apigenin (loadings around —0.6 and 0.7, respectively —
Fig. 8). In this way, genotypes like Guindilla Ibarra and Gernika, with high contents in
luteolin, quercetin and kaempferol, appeared in the negative side of PC1, while Bola,
ECU-994 or Jalapeno, with remarkable contents of apigenin, appeared in the positive
extreme of PC1, which is in agreement with the heatmap for the unripe stage (Figs 8
and 9). On the other hand, Bola, ECU-994 and Guindilla Ibarra were on the positive
side of PC2, while Serrano peppers appeared on the negative side. Both the PCA and
the heatmaps showed the general trend of pairing organic and conventional systems
within each genotype, which reinforced the fact that the contribution of the growing
system factor was considerably lower than that of the genotype and reflected the

robustness of our approach.
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Figure 8. Principal component analysis representation for correlations between phenolic
values for each genotype and growing system (organic: O, conventional: C) at unripe
stage (above) and fully ripe stage (below). Original values are transformed according to
In(x + 1). Unit variance scaling is applied to rows; SVD with imputation was used to
calculate principal components (n = 28 data points).
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Figure 9. Heatmap representation for correlations between phenolic values for each
genotype and growing system (organic: O, conventional: C) at unripe stage (above) and
fully ripe stage (below). Original values are transformed according to In(x + 1).
Columns were centered; unit variance scaling was applied to columns; both rows and
columns were clustered using correlation distance and average linkage (28 rows, five
columns).
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The PCA for the fully ripe stage showed a positive relationship between all the
flavonoids in PC1 (58%of total variance), with a higher contribution of luteolin,
quercetin, and kaempferol (around 0.5), and apigenin (around 0.4) (Fig. 8) (data not
shown). For PC2 (24% of total variance) the positive loadings corresponded to
quercetin and kaempferol whereas myricetin, which contributed the most to the
variation (—0.8), luteolin, and apigenin showed negative loadings. In this regard,
genotypes in positive extreme of PC1, Guindilla Ibarra, and Gernika, showed the
highest luteolin, quercetin and kaempferol content. As in the unripe stage, in the fully
ripe stage PCA and heatmap most genotypes were grouped together regardless of the
growing system, which confirmed again the impact of the genetic factor (Figs 8 and 9).

Selectable materials

The selection of genotypes for organic growing systems could be possible according
to both adaptation to the growing system and high phenolic compound content.
Considering the genotypes with better behaviour at the unripe stage for the organic
growing system (according to f), the C. annuum varieties Piquillo and Serrano showed
larger differences in total phenolics compared to the conventional growing system
(Table 3). For total phenolic content at the fully ripe stage, C. annuum genotypes
Bierzo, Guindilla Ibarra, Jalapeno, Numex Big Jim, Serrano and C. baccatum BOL-58
also showed better behavior with organic cultivation (Table 4). Moreover, varieties for
an organic growing system with high total phenolic compound content but no
significant difference between the growing systems were C. anuum genotypes Bierzo,
Espelette, Gernika, Guindilla Ibarra, and Padron at the unripe stage (above 119 mg kg2,
Table 3, Fig. 1) and Espelette, Gernika, Mojo Palmero, and Padron at the fully ripe
stage (above 131 mg kg%, Table 4, Fig. 1).

Conclusions

In conclusion, our findings made it possible to explain the contribution of genotype,

ripening stage, and their interactions in different growing systems, organic and
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conventional, to the main flavonoid content in a comprehensive collection of Capsicum
peppers. Broad variation of flavonoids was found depending mainly on the genotype,
the growing system, and the G x E interaction for each ripening stage. On the whole,
apart from very few exceptions, in both ripening stages luteolin has the highest
contribution to total flavonoids in peppers, followed by quercetin and myricetin, and to
a lesser extent by apigenin and kaempferol. The ripening stage contributed remarkably
to the flavonoid content. In general, the ripening process increased the level of
flavonoids, and organic cultivation significantly favored the accumulation of total
flavonoids and luteolin during ripening. Correlation between flavonoids was detected at
both ripening stages, especially with regard to the main flavonoids, luteolin and
quercetin, and quercetin and kaempferol, which would allow indirect positive
selections. Genotype x environment interaction would enable selection of accessions
according to their high phenolic compound content with the organic growing system at
the unripe and fully ripe stages. This study and its approach will provide useful
information for research with high value-added vegetables and quality breeding

programs.
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Supporting information

Supporting Information_la. Representative HPLC chromatograms of myricetin (A),
quercetin (B), luteolin (C), kaempferol (D) and apigenin (E) calibration and extractions
of varieties Bierzo, Bola, Espelette and Gernika at both unripe and fully ripe stage.

Jsfal0245-sup-0001-Supinfo3.tiff TIFF image, 27.7 MB

Supporting Information_1b. Representative HPLC chromatograms of extractions of
varieties Guindilla Ibarra, Jalapeno M, Mojo Palmero, Numex Big Jim and Padron at
both unripe and fully ripe stage. Letters represent myricetin (A), quercetin (B), luteolin
(C), kaempferol (D) and apigenin (E).
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Supporting Information_1c. Representative HPLC chromatograms of extractions of
varieties Piquillo, Pimiento Valenciano, Serrano, Bol-58 and ECU-994 at both unripe
and fully ripe stage. Letters represent myricetin (A), quercetin (B), luteolin (C),
kaempferol (D) and apigenin (E).
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Appendix la. Images of fruits at unripe and fully ripe stage: 1 — Bierzo; 2 — Bola; 3 —
Espelette; 4 — Gernika; 5 —Guindilla Ibarra; 6 — Jalapeno M; 7 — Mojo Palmero; 8 —
Numex Big Jim. Rulers at the bottom are in centimeters (marks between two numbers
indicate 1 cm).

Appendix 1b: Images of fruits at unripe and fully ripe stage: 9 — Padron; 10 — Piquillo;
11 — Pimiento Valenciano; 12 — Serrano; 13 — BOL-58; 14 — ECU-994. Rulers at the
bottom are in centimeters (marks between two numbers indicate 1 cm).
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Supporting Information_1la. Representative HPLC chromatograms of myricetin (A),
quercetin (B), luteolin (C), kaempferol (D) and apigenin (E) calibration and extractions
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Supporting Information_1b. Representative HPLC chromatograms of extractions of
varieties Guindilla Ibarra, Jalapeno M, Mojo Palmero and Numex Big Jim at both
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kaempferol (D) and apigenin (E).
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Abstract

Sustainable production systems as organic farming are increasing in demand due to
current environmental problems. In this regard, traditional varieties or landraces are a
good alternative for these systems, since they are plant germplasm with a rich gene pool
adapted to different areas and with interesting quality traits such as organoleptic
characteristics. In this regard, there is a plethora of Capsicum landraces of peppers,
which are vegetables with very high socioeconomic importance and high nutritional
properties, as well as diverse organoleptic characteristics, which enables many culinary
applications. In this study, the volatile composition of fruits from a comprehensive
collection of Capsicum landraces, grown under both organic and conventional
conditions, was evaluated at both commercial ripening stages, for two years. The
genotype and the ripening process had in general high significant contribution to the
variation of the volatile composition, while the growing system had significant effect
only in some chemical groups and individual compounds. A total of 124 and 122
volatiles were found at unripe and fully ripe stages, respectively, with remarkable
quantitative and qualitative differences. In general, esters, alkanes and sesquiterpenes
were the most abundant groups, while aldehydes, furans and lactones were the minor
groups. The accessions ECU-994 and BOL-144 showed the highest values for total
volatiles at both ripening stages, while the lowest amounts were found in Bola, Jalapeno
M and BOL-58 at the unripe stage, and Piquillo at the fully ripe stage. Both quantitative
and qualitative differences were widely found among the accessions. Changes in the
volatile profile with the ripening process were very diverse and depended on the
genotype. The growing system showed also remarkable guantitative and qualitative
differences at both ripening stages and during ripening process, which suggested that
organic growing system could benefit the accumulation of many volatile compounds at

both unripe and fully ripe stages.

Key words: HS-SPME, sustainable agriculture, aroma, flavour, traditional varieties,

environmental interaction.

147



Introduction

Current environmental problems are leading to search for more sustainable
production systems. In the case of agriculture, the trend is an environmentally friendly
management through a decrease in phytosanitary products use. The concerns about
phytosanitary use have several causes, by one hand, the conservation of natural fauna of
the ecosystems and on the other hand, the possible human health risks associated with
these agrochemicals [1,2]. For these reasons, consumption habits are evolving towards a
higher demand for organic products. Consequently, there has been an important increase
in the world farmland for organic production from 43-10° ha in 2013 to 70-10° ha in
2017 [3].

In this regard, traditional varieties (i.e. ecotypes, heirlooms and landraces)
encompass a very interesting plant germplasm for this kind of farming systems. These
varieties have been grown in local and specific conditions for decades and they have
been adapted to different areas. Furthermore, they usually show quality traits such as
organoleptic characteristics, that confer them an extra added value [4]. Moreover, these
varieties comprise a source of genetic resources of potential use for breeding programs,

specifically for adaptation to organic production [5,6].

Capsicum peppers are vegetables with high interest, not only for their economic
importance, with about 4-10° ha of world harvested area [7], but also for their
versatility. Native chilli peppers were introduced to Europe since the 15" century
through Spain and to Africa and Asia by the Portuguese in the 16" century, and since
then they have been grown worldwide giving place to a plethora of varietal types and
ecotypes from many secondary centres of diversity. Genus Capsicum encompasses five
cultivated species with a large diversity: the three-species annuum complex, i.e. C.
annuum L. (e.g. blocky, serrano, piquillo, jalapeno, ancho, numex, pasilla, topepo, chile
de arbol), C. chinense Jacq. (e.g. habanero, Jolokia, Scotch Bonnet, aji limo) and C.
frutescens L. (e.g. tabasco, pipi de mono, malagueta), profusely grown in America and
abroad and the other two taxons, limited to the Andean region, C. baccatum var.
pendulum (Willd.) Eshbugh (e.g. aji amarillo) and C. pubescens Ruiz & Pav. (e.g. aji
rocoto, chile manzano) [8]. In this frame, thanks to its wide agroclimatic heterogeneity,
Spain became an important centre of diversity for C. annuum, including many landraces

with protected designations of origin (PDOs) and protected geographical indications
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(PGIs) [9]. Such amount of diversity of this genus has given rise to multiple uses, such
as colouring and flavour industrial agents, or consumed in the form of dried or fresh
fruits or in sauces [10,11]. Moreover, their high nutritional properties due to the content
in antioxidant compounds, in addition to their organoleptic qualities, have promoted a
range of culinary uses of pepper fruits in their two commercial ripening stages (green
and red/yellow) [8,12-14].

Also, Capsicum peppers show a considerable varietal diversity in terms of
organoleptic characteristics, which are related to their pungency level, due to
capsaicinoids content, but also to their fruit aroma diversity, ranging from fruity, sweet
and floral to green, earthy and woody notes [15]. Thus, each variety shows a unique
aroma due to its specific combination (both qualitative and quantitative) of volatiles,
which also may change with the ripening process [16]. Thus, it is of special importance
to know the aromatic profile of specific varieties and cultivars, specially the PDOs and
PGls, in order to guarantee the authenticity and to prevent possible frauds [17].
Furthermore, it has been described in other crops that quality traits are highly dependent
on environmental conditions and management practices [18-20]. In this regard, organic
management has been reported to change the fruit composition in terms of nutritional
quality [21-24]. However, the information on the impact of organic growing conditions
in the volatile composition of vegetables, including Capsicum fruits, compared to

conventional management is very low or nil.

Objective

The objective of the present study was to assess the effect of the genotype, the
farming system (organic vs. conventional), the ripening stage (unripe and fully ripe) and
their interactions on the volatile composition of a comprehensive collection of
Capsicum landraces. The genetic diversity studied, together with ripening and
management conditions, greatly expand the current knowledge on the volatile profile in
Capsicum fruits and the factors which can affect it.

149



Material and methods

Plant materials

A collection of 11 Capsicum heirlooms and ecotypes was used, encompassing eight
accessions from C. annuum, one from C. baccatum, one from C. chinense and one from
C. frutescens. These materials were local varieties from different regions, including
several PDOs and PGlIs and encompassing a remarkable varietal diversity (Table 1.
Appendix 1la and 1b).

Cultivation

Plants were grown in open field trials for two spring-summer growing seasons (2015
and 2016) in a comparative study which involve both organic and conventional
managements. The plots were located in Sagunto (Valencia, Spain), the organic was
inside the protected area of “Marxal dels Moros” (UTM coordinates, X: 734494.88 and
Y: 4390434.86) and the conventional plot was near this area to provide similar
environmental conditions (X: 732900.40 and Y: 4391754.37). Plants were distributed
following a planting frame with 1 m between ridges and 0.5 m between plants within
ridge. Surface irrigation by furrows was used, with a frequency of three times per month
until de end of June and during September and October and four times per month in

July and August.

A four-year rotation crop system was used in the organic plot before the trials and the
soil was fertilized with sheep manure (4 kg-m?) at the beginning of the season.
Ecological balance in the organic plot area was adjusted so that pest control treatments
were not necessary. Fertilization in the conventional plot consisted of one application of
a mixture of nitrogen, phosphorus and potassium (15-15-15; 50 g m?) before
transplanting, and calcium nitrate (one dose of 20 g L™ and two dose of 10 g L) and
iron chelate (one dose of 3 kg hal) after transplanting. Also, in the conventional plot,
fungicide copper oxychloride (58.8%, WP) was used in addition to pesticides abamectin
(1.8%, EC) and chlorpyrifos (48%, EC). The treatments consisted of three applications
of abamectin (30 mL) with copper oxychloride (100 mL) in 20 L of water and six
applications of chlorpyrifos (50 mL) with copper oxychloride (100 mL) in 20 L of
water. Manual control of adventitious plants was carried out monthly at both organic

and conventional plots.



Table 1. Origin and fruit traits of Capsicum accessions used (Appendix 1a and 1b).
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Cultivar/accession Origin Colour  Mesocarp Shape Length/width Weight (g)
(Pochard type) (mm)

C. annuum

1. Bola Cons. Reg. PDO Pimentdn Murcia. Totana, Murcia (Spain) Deep red Thin, high dry matter  Round (N) 35/41 10-25

2. Doux Long des Landes Francoise Jourdan. INRA Geves (France) Red Medium Very elongated (C1) 156/23 25-75

3. Guindilla Ibarra S. Larregla. EUSKO-Quality Label. NEIKER, Euskadi (Spain) Red Thin, high dry matter ~ Very elongated (C1) 139/11 <10

4. Jalapeno M Reimer Seeds (USA) Red Thick, fleshy Elongated (B4) 65/31 10-25

5. Mojo Palmero Reserva Mundial de la Biosfera. La Palma, Canarias (Spain) Deep red Thin, high dry matter ~ Elongated (C2) 56/21 10-25

6. Numex Big Jim P.W. Bosland. NMSU, Las Cruces, New Mexico (USA) Red Medium Elongated (C2) 215/34 50-200

7. Piquillo Cons. Reg. PDO Pimiento Piquillo de Lodosa. Lodosa, Navarra (Spain) ~ Deep red Medium Triangular (C4) 94/48 50-100

8. Serrano Reimer’s Seeds Co. Mexico Red Medium Elongated (B4) 35/16 <10

C. baccatum

9. BOL-58 Cochabamba. Cochabamba (Bolivia) Deep red Thin, high dry Elongated 70/15 5-10

C. chinense

10. ECU-994 Archidona, Napo (Ecuador) Red Thin, high dry matter ~ Triangular 42/15 5-10

C. frutescens

11. BOL-144 Yapacani. Santa Cruz (Bolivia) Red Thin, high dry matter ~ Very elongated 26/6 1-3
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Sample preparation

Plants within plots were distributed according to a random model of 2 blocks of 3
plants each per accession. Fruits were harvested at the two commercial ripening stages
of peppers: unripe and fully ripe. Each sample was prepared with the fruits from two
plants, one per block, and therefore each sample included fruits from both blocks. Thus,
in both trials (2015 and 2016), a combination of three samples (n=3) per accession (11)
x growing system (2) x ripening stage (2) were analysed. Samples were stored in sealed

bags at 5 °C until the analysis.

Extraction and analysis of volatiles

Headspace/solid phase microextraction (HS/SPME) was used for the extractions of
the volatile fraction according to the methodology of Moreno et al. (2012) [25]. For the
analysis, 2 g of fresh fruit mesocarp per sample were cut into 2 x 2 mm pieces and then
put into a 20 mL sealed headspace vial, which was pre-incubated at 40 °C for 30 min.
After that, 40 min of extraction at 40 °C was carried out, using a SPME fibre
Divinylbenzene/Carboxen/Polydimethylsiloxane  (DVB/CAR/PDMS, 50/30  um)
(Supelco, Bellefonte, PA, USA) which was introduced into the vial headspace and
adsorbed the volatiles. Then, the thermal desorption of the fibre was performed in the
splitless mode at 250 °C for 30 s in the gas chromatograph injection port. The SPME
fibre was reconditioned before the first analysis (270 °C, 1h) and between analysis (250

°C, 30 min) to avoid cross contamination among samples.

The analysis of volatiles was performed using a 6890 N Network Agilent gas
chromatograph coupled by a Life-T-effluent (1:1) to a 5973 Inert Mass Selective
detector (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). A silica capillary column
(stationary phase: 5% phenyl, 95% dimethylpolysiloxane; 30 m x 0.25 mm x 0.25 pum)
was used and helium was employed as carrier gas (1 mL-min?). The column
temperature was programmed to start at 40 °C for 1 min followed by an increase of 5
°C-min’! until 200 °C, with 1 min hold-time, and then increased to 250 °C at a rate of 15
°C mint with 3 min hold-time (transfer line at 220 °C). Electron impact (EI) mode was
used for the MS detection (70 eV ionization energy, 225 °C) and scanning mode for the

acquisition (35-350 amu, mass range m/z).
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MSD ChemStation D.02.00.275 (Agilent Technologies) was used to perform
chromatograms and mass spectra. For the identification of volatile compounds, a
comparison of their mass spectra and GC retention time with reference commercial
standards was carried out (RS. Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA), or tentatively
by comparison of mass spectrum (MS) with the NIST Mass Spectral library (MS Search
2.0) according to other bibliographic data or data from our own research library. For
quantification, total ion current chromatogram (TIC) was employed to integrate the peak

area of each compound similarly to other previous works [15,26].

Statistics

To analyse data the generalized linear model analysis of variance (GLM ANOVA)
was used through Statgraphics Centurion XVII software (StatPoint Technologies, Inc;
Warrenton, Virginia, USA) to study the effects of genotype (G), ripening stage (R),
growing system (E), year (Y) and their interactions. This analysis was used for the
analysis of chemical groups at both ripening stages together and considering unripe and
fully ripe stages separately as well. The analysis of variance was used for each volatile
compound at each ripening stage with the two years data in order to increase statistical
robustness, and differences between growing systems were studied through Duncan’s
multiple range test (n=6, P < 0.95%). Previous log (x+2) transformation of data was

performed given its non-parametric nature.

Heatmaps were used to study the correlation between accessions according to the
main volatiles in i) unripe stage, ii) fully ripe stage and iii) fully ripe/unripe ratios (i.e.
ripening ratios) using online software ClustVis [27]. The original values for unripe and
fully ripe heatmaps were transformed by log (x+2). Heatmap for ripening ratios was
performed from (fully ripe coumpound +1) / (unripe compound +1), for each compound

average in both organic and conventional growing systems.
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Results and discussion

Analysis of variation

The general ANOVA showed a high contribution of the genotype (G) and the
ripening stage (R) effects to the content of volatile compounds (Table 2). G was
significant in all the chemical groups and R for most of them while GxR interaction was
also significant in all the groups, with the only exception of phenol derivatives. These
results suggested a different volatile profile among the genotypes and according to the
ripening process. The effect of the growing system (E) was not significant for most
groups, although the groups of aldehydes, furans and lipoxygenase cleavage products
showed a significant E effect, especially in furans (Table 2). These general results may
indicate a different behaviour of individual compounds in response to each growing
system within chemical groups. The effect of the year (Y) was significant in five
chemical groups (esters, ketones and methylketones, monoterpenes, norcatenoids and
sesquiterpenes) confirming the need to repeat these evaluations in at least two years to

achieve more robust estimates.

Given the importance of the R effect, specific ANOVAS for each ripening stage
were performed to prevent hiding the contribution of the other effects (Table 3). As
observed in the general ANOVA, the G effect was in general highly significant in both
unripe and fully ripe stages, while the effect of the E differed with the ripening stage.
Thus, at the unripe stage, the ANOVA revealed a significant E effect for furans and
lipoxygenase cleavage products, while at the fully ripe stage it was significant for
aldehydes and alkanes and highly significant for furans, showing a higher contribution
than the G effect, and even the GXE interaction was also significant for furans. As found
in the general ANOVA, the year effect was significant in many cases (Table 3). Thus, at
the unripe stage the year contributed significantly to the levels in esters and furans,
while at the fully ripe stage its contribution increased and was significant for eight
chemicals groups (alcohols, esters, ketones and methylketones, lactones, monoterpenes,
monoterpenoids, norcatenoids and sesquiterpenes) (Table 3). Therefore, all the above
mentioned results suggest differences between the volatile composition of different
pepper fruits and significant changes with the ripening process. Moreover, variations

according to the growing system could be also found.
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Table 2. Mean squares of general ANOVA for the total mean content of volatile
chemical groups. Letters correspond to main effects genotype (G), ripening stage (R),
growing system (E), year (Y) and their interactions.

Group G R E Y GxR  GXE RxE a;%'
Alcohols 220.2*%**  2301.4***  17.4NS 53.4NS 1985%** 40N 38NS 149
(2605)
Aldehydes 200.0***  5913.1*** 31.1* 0.7NS  145.1*%** 49NS 39NS 57
(229)
Alkanes 4429.7***  439.2** 128.1NS  67.3NS 154 2*%** 32 1NS 5G.ONS 426
(5509)
Alkenes 955.2*** 121.0NS 32.6NS 6.0NS 72.1* 3.6N 22N 391
(1549)
Carboxylic acids 714.8%** 26.4N8 80.2Ns 10.5NS  138.8*** 234NS  10.0NS 30.1
(1813)
Esters 8379.0%** 4260.3***  50.0NS  371.7*** 449.6*%** 17.3NS 33.8NS 2938
(4981)
Furans 177.9%**  6285.0%** 340.7*** 3.3NS  152.0%** 53.9*** 296N 159
(229)
Ketones and 104.2***  783.9*** 716N 151.1%*  41.8* 54NS 43NS 219
methylketones (1813)
Lactones 490.8***  246.3*** 0.3\ 23N 115.1%** 02N 04N 27
(229)
Lipoxygenase 614.3*** 12507.5*** 216.3** 61.9NS 484.0*** 28.6NS 451N 29.6
cleavage products (3395)
Monoterpenes TA4.2%** 6485 7***  12.5NS  416.5%* 992.8*** 219N 26.2NS 39.6
(2075)
Monoterpenoids T14.7%%*  289.6***  594NS  795NS 221 6*%** Q9INS  0.1NS 243
(1021)
Nitrogen and sulfur ~ 408.0*%**  3352.1***  17.0NS 13.0N8  213.3***  94NS 23 7NS 341
compounds (493)
Norcatenoids 914.3*** 72.3N8 82.7NS 125.7* 112.1*** 96NS  12NS 254
(1021)
Phenol derivatives 117.7* 12.4N8 17.8NS 4.2Ns 93.9NS 135N 0.3NS 584
(493)
Sesquiterpenes 2101.0%**  914.8*** 0.3NS  804.8*** 237.5*** 50NS  Q5NS 443
(6036)
Sesquiterpenoids 566.2%** 41.2N8 3.2\ 10.1N8 87.6** 6.9NS  47.0N 351
(1549)
df 2 10 1 1 1 10 10 1 -
degrees of freedom of the error factor; 2degrees of freedom of the corresponding effect; NS, ", ™ and ™"

indicate not significant for a probability p >0.05 and significant for p <0.05, 0.01 and 0.001, respectively,
according to the statistical F ratio.
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Table 3. Mean squares of unripe and fully ripe stages ANOVAs for the total mean
content of volatile chemical groups. Letters correspond to main effects genotype (G),
growing system (E), year (Y) and their interactions.

Unripe Fully ripe

Group Error Error
G E Y GxE (df 9 G E Y GxE (df)

Alcohols 392.4*** 18.8NS 4.4NS 92NS 232 26.3*** 25NS  g79** 31INS 66
(1297) (1297)

Aldehydes 319.0*** 65N 18.1NS 33N 49 26.1***  28.4* 92Ns  7ANS 65
(109) (109)

Alkanes 2810.0%** 7.3NS  97NS 11.0NS 433  1773.9%*%* 176.7* 722N 37.1NS 421
(2749) (2749)

Alkenes 678.9%** Q.0NS 28NS 48NS 41.0 348.3*** 258N 32NS 79N 376
(769) (769)

Carboxylic acids 540.6*%** 16.8NS 13.9NS 146N 30.3  313.0*** 735NS  68.8NS 21.8NS 30.1
(901) (901)

Esters 5371.9*** 0.8NS 161.4* 14.0NS 32,9 3456.7*** 83.0NS 212.1** 352N 26.6
(2485) (2485)

Furans 66.1%** 84.7* 77.5*% 14.9NS 16.7  263.7*** 2855*** 388NS 90.8*** 11.0
(109) (109)

Ketones and 87.0%** 55.6NS 479NS 53NS 283  59.0*** 20.3NS 109.4** 4.7NS 157
methylketones (901) (901)
Lactones 414.8*** Q.0NS 16N 03N 25 191.1%* 05N 116* 1.3V 238
(109) (109)

Lipoxygenase  837.6*** 229.4* 59.8NS 17.7NS 423 260.5%** 320N 11,5NS  21.1NS 171
cleavage i :
o0 ducgts (1691) (1693)
Monoterpenes  1431.4*** 375NS 59 7NS 214NS 412  306.5*** 1.2V 446.9*** 212N 38.1
(1033) (1031)

Monoterpenoids 508.3*** 27.8NS 97NS 120N 289  428.0*** 31.7NS  90.3* 19.1NS 19.8
(505) (505)

Nitrogenand ~ 507.5*** 40.5NS 0.4NS  14.8NS 212 113.8*  0.3% 199N 36N 482
sulfur @ 4'1) (241)

compounds

Norcatenoids 659.2*%** 32,INS Q2NS 128NS 256  367.3*** 51.7NS 267.4** 14.0NS 25.0
(505) (505)

Phenol T77.0NS 6 7NS 24N 1ANS 705 134.6** 113N 18N 209N 486
derivatives (241) (241)
Sesquiterpenes  1097.8*** 0.8NS 180.3NS 5.3NS  47.3  1240.6*** 0.0NS  712.6%** 7.2NS 414
(3013) (3012)

Sesquiterpenoids 293.4*** 12.9NS 18 7NS 20N 37.9  360.3*** 37.4NS Q.0NS 11.9NS 328
(769) (769)

df 2 10 1 1 10 - 10 1 1 10 -

degrees of freedom of the error factor; 2degrees of freedom of the corresponding effect; NS, *, ™ and ™™
indicate not significant for a probability p >0.05 and significant for p <0.05, 0.01 and 0.001, respectively,

according to the statistical F ratio.
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Volatile composition at the unripe stage

A total of 124 volatile compounds were found among the 11 pepper accessions at the
unripe stage, grouped in 17 chemical families with quantitative and qualitative
differences (Tables 4 and 5. Supporting Information_areas). The most abundant groups
according to GC peak area units were esters, alkanes, sesquiterpenes, monoterpenes and
alkenes, whereas aldehydes and lactones were the minor groups. At the individual level
a wide range of qualitative variability was also detected, with compounds like
tetradecane (Alka7), hexadecane (Alkal2), 2-pentylfuran (Furl), methyl salicylate
(Phe2) and copaene (Snes4), which were present in all pepper accessions, while other
compounds were only found in one accession as 1-tetradecene (Alkel) in Guindilla, a-
gurjunene (Snes12) and dihydro-B-ionone (Snoid2) in ECU-994 and globulol (Snoid3)
in BOL-144 (Supporting Information_areas).

Consequently, the volatile profile among pepper accessions was also very diverse at
both quantitative and qualitative levels as indicated by the ANOVA according to the
genotype effect (Tables 2, 3 and 5). Thus, quantitatively the accessions ECU-994, BOL-
144 and Serrano at the unripe stage showed the highest values for total volatiles, with
4200-6000 x10°, 2750-3600 x10° and 1700-1800 x10° GC peak area units,
respectively, while accessions Bola, Jalapeno M and BOL-58 showed values lower than
500 x10° (Table 5). Considering the different groups of compounds, the highest values
for total means corresponded to alcohols, alkanes, ketones and methylketones and
phenol derivatives in BOL-144; alkenes, esters, norcatenoids, sesquiterpenes and
sesquiterpenoids in ECU-994; carboxylic acids and lipoxygenase cleavage products in
BOL-58; furans and nitrogen and sulfur compounds in Jalapeno; monoterpenes in
Piquillo and monoterpenoids in Bola (Table 5). Aldehydes were only detected in
Piquillo, BOL-58 and specially in Serrano, while lactones only in Serrano, ECU-994
and BOL-144 (Table 5).

Qualitative differences for chemical groups were also found among the accessions.
Thus, according to the group with the highest total area in each variety, varieties Doux
Long des Landes, Guindilla Ibarra, Jalapeno, Mojo Palmero, Numex and Piquillo
showed predominant values for monoterpenes (which provide herbal and green aroma);
Bola for sesquiterpenes (woody odour); Serrano for alkanes (waxy aroma); BOL-58 for
lipoxygenase cleavage products (fatty and oily odours) and ECU-994 and BOL-144 for
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Table 4: List of volatile compounds names, abbreviation (Abb.), retention index (RI), identification
method (RS: reference commercial standard, MS: comparison of mass spectrum with NIST library
and bibliographic data) and aroma [28,29].

Volatile compound Abb. Id. Aroma Volatile compound Abb. RI 1d. Aroma

Alcohols 2-nonanone Ket4 1052 MS fruity, sweet, fresh, cheesy
4-methyl-1-pentanol Alcl 796 MS - 4-oxoisophorone Ket5 1268 MS musty, woody, sweet, tea
1-hexanol Alc2 860 RS herbal, oily, fruity, jasmone Ket6 1338 MS floral, woody, herbal
(Z)-3-hexenol Alc3 868 MS green, fresh, pungent oxacyclotetradecan-2-one Ket7 1904 MS -

(E)-2-octen-1-ol Alcd 1067 MS green, citrus, fatty Lactones

2-nonanol Alc5 1078 RS waxy, green, citrus, fruity oxacyclohexadecan-2-one Lacl 2144 MS mush, powdery, fruity
2-phenylethanol Alc6 1136 RS floral, sweet, honey Lipoxygenase cleavage

4-terpineol Alc7 1137 MS spicy, woody, earthy products

1-nonanol Alc8 1159 RS floral, fresh, oily hexanal Lipl 806 RS green, fresh, fatty, fruity
2-nonen-1-ol Alc9 1167 MS fatty, sweet, melon (E)-2-hexenal Lip2 814 MS green, sweet, bitter, fruity
2,6-nonadienol Alcl0 1175 MS green 2-octenal Lip3 1013 MS fatty, green, herbal
Aldehydes nonanal Lip4 1104 RS aldehydic, waxy, rose
2-phenylacetaldehyde Aldl 1081 RS green, sweet, floral (E)-2-nonenal Lip5 1112 MS fatty, green, waxy, melon
Alkanes 2,6-nonadienal Lip6 1120 MS green, violet, leaf
dodecane Alkal 1214 MS - (E,E)-2,4-nonadienal Lip7 1120 MS fatty, waxy, green, violet
2-methyldodecane Alka2 1249 MS - decanal Lip8 1204 RS aldehydic, sweet, waxy
tridecane Alka3 1313 MS - 2,4-decadienal Lip9 1220 MS fatty, sweet, fresh
2,6,10-trimethyldodecane Alka4 1320 MS - tetradecanal Lipl0 1601 MS fatty, waxy, musk, citrus
2-methyltridecane Alka5 1349 MS - pentadecanal Lipll 1701 MS fresh, waxy
3-methyltridecane Alkaé 1349 MS - hexadecanal Lipl2 1800 MS cardboard

tetradecane Alka7 1413 MS waxy octadecanal Lipl3 1999 MS oily
2-methyltetradecane Alka8 1448 MS - Monoterpenes

pentadecane Alka9 1512 MS waxy tricyclene Mnesl 729 MS -

2-methylpentadecane Alkal0 1548 MS - camphene Mnes2 943 RS woody, herbal, pine
3-methylpentadecane Alkall 1548 MS - ocimene Mnes3 976 RS sweet, herbal
hexadecane Alkal2 1612 MS - (2)-p-ocimene Mnes4 976 MS floral, sweet, herbal, warm
2-methylhexadecane Alkal3 1647 MS - (E,Z)-alloocimene Mnes5 993 MS -

heptadecane Alkal4 1712 MS - limonene Mnes6 1018 RS citrus, herbal, terpenic
2-methylheptadecane Alkal5 1746 MS - terpinolene Mnes7 1052 MS herbal, woody, sweet, pine
3-methylheptadecane Alkal6 1746 MS - methyl geranate Mnes8 1252 MS waxy, green, fruity, floral
octadecane Alkal7 1810 MS - Monoterpenoids

nonadecane Alkal8 1910 MS bland eucalyptol Mnoidl 1059 RS herbal, eucalyptus
2-methylnonadecane Alkal9 1945 MS - linalool Mnoid2 1082 RS floral, citrus, sweet
icosane Alka20 2009 MS waxy verbenone Mnoid3 1119 MS menthol, celery
henicosane Alka2l 2109 MS waxy terpineol Mnoid4 1143 RS pine, woody, floral, citrus
Alkenes Nitrogen and sulfur compounds

1-tetradecene Alkel 1403 MS - 2-isobutyl-3-methoxypyrazine  Nitl 1204 RS green, bell pepper, pea
3-tetradecene Alke2 1421 MS - 2-sec-Butyl-3-methoxypyrazine Nit2 1204 MS green, bell pepper, pea
2-methyl-1-tetradecene Alke3 1479 MS - Norcatenoids

(2)-8-hexadecene Alked 1620 MS - B-cyclocitral Norl 1204 MS tropical, herbal, sweet
2-methyl-Z-7-hexadecene Alke5 1655 MS - geranylacetone Nor2 1424 RS tropical, floral, fresh
2-methyl-1-hexadecene Alke6 1678 MS - a-ionone Nor3 1429 RS tropical, floral, sweet
Carboxylic acids B-ionone Nord 1457 RS fruity, floral, sweet
hexanoic acid Carl 974 RS fatty, cheesy Phenol derivatives

2-hexenoic acid Car2 982 MS - guaiacol Phel 1090 MS phenolic, spicy, vanilla
methyl benzoate Car3 1060 MS phenolic, almond, floral methyl salicylate Phe2 1281 RS minty, sweet, camphor
octanoic acid Car4 1173 MS fatty, waxy, oily, cheesy Sesquiterpenes

nonanoic acid Cars 1272 RS waxy, dirty, cheesy (+)-cyclosativene Snesl 1125 MS -

methyl 2-aminobenzoate Car6 1372 MS fruity, floral longicyclene Snes? 1184 MS -

pentadecyl acetate Car7 1878 MS - ylangene Snes3 1221 MS -

Esters copaene Snes4 1221 MS woody, spicy, honey
3-methylbutyl 3- Estl 1054 MS fruity, sweet, green B-cubebene Snes5 1339 MS citrus, fruity, radish
methylbutanoate a-cubebene Snes6 1344 MS herbal, waxy

pentyl 2-methylbutanoate Est2 1118 MS fruity, apple, tropical longifolene-(V4) Snes7 1387 MS -

pentyl 3-methylbutanoate Est3 1118 MS fruity, apple, fresh B-elemene Snes8 1398 MS herbal, waxy, fresh
hexyl 2-methylpropanoate Est4 1118 RS fruity, green, apple longifolene Snes9 1398 MS woody, sweet, rose
hexyl butanoate Est5 1183 RS fruity, green, sweet, waxy a-cedrene Snes10 1403 MS woody, sweet, fresh
hexyl 2-methylbutanoate Est6 1218 MS fruity, green, waxy, spicy thujopsene Snes1l 1416 MS woody

pentyl 4-methylpentanoate Est7 1218 MS - a-gurjunene Snes12 1419 MS woody, balsamic

hexyl 3-methylbutanoate Est8 1218 RS fruity, sweet, green (E)-a-bergamotene Snes13 1430 MS woody, warm, tea
heptyl 2-methylpropanoate Est9 1218 MS fruity, sweet, green, floral y-muurolene Snesl4 1435 MS woody, herbal, spicy
(2)-3-hexenyl isovalerate Estl0 1226 MS fruity, tropical, green y-cadinene Snes15 1435 MS woody, herbal

hexyl 3-methylbut-2-enoate Estll 1267 MS - B-cadinene Snes16 1440 MS woody, green

hexy!l pentanoate Est12 1282 MS fruity, green, oily, brandy (2)-B-famesene Snesl7 1440 MS green, citrus
(E)-2-hexenyl valerate Estl3 1290 MS fruity, green, winey a-muurolene Snes18 1440 MS woody

heptyl pentanoate Estl4 1381 MS fruity, apple, green -cadinene Snes19 1469 MS woody, herbal, dry
hexy| hexanoate Estl5 1381 MS fruity, green, herbal caryophyllene Snes20 1494 RS woody, sweet, spicy
(Z)-3-hexenyl hexanoate Estl6 1389 MS fruity, green, waxy a-himachalene Snes21 1494 MS -

3-methylbutyl nonanoate Estl7 1516 MS fruity, floral, oily germacrene D Snes22 1515 MS woody, spicy
3-methylbutyl decanoate Estl8 1615 MS fruity, sweet, waxy B-himachalene Snes23 1528 MS -

hexy! decanoate Est19 1779 MS - Sesquiterpenoids

Furans a-longipinene Snoidl 1403 MS -

2-pentylfuran Furl 1040 RS fruity, green, earthy dihydro-B-ionone Snoid2 1449 MS woody, earthy, amber
Ketones and methylketones globulol Snoid3 1530 MS floral, rose
(E,E)-2,4-heptadienal Ketl 921 MS fatty, green, oily nerolidol Snoid4 1564 RS floral, green, waxy
3-octanone Ket2 952 MS fresh, herbal dendrolasin Snoid5 1607 MS -

acetophenone Ket3 1029 RS floral, sweet, pungent bisabolol Snoid6 1625 MS floral, balsamic, peppery
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Table 5. GC peak area total mean values (n=6, x10°) of the main volatile groups of the accessions in organic (Org.) and conventional (Con.)
growing systems at the unripe stage.

Bola Doux Long des Guindilla Jalapeno M Mojo Palmero Numex Big Piquillo Serrano BOL-58 ECU-994 BOL-144
Group Landes Ibarra Jim
Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con.
Alcohols 256 3.23 8.38 9.01 - - 122 039 308 940 980 524 593 7.02 - - 11.39 22.97 - 2359 12.36
cd cd ab ab a a cd bc cd d cd bed cd cd a a ab ab a a cd bed
- - - - - - - - - - - - 0.14 0.10 8.69 196 053 049 - - - -
Aldehydes a a a a a a a a a a a a b b d c cd cd a a a a
Alkanes 64.71 9211 155.51 118.08 118.76 160.46 43.22 71.87 130.47 17153 3446 2790 958 7.73 1091.58 1109.48 161 176 592.23 394.46 677.71 539.78
de de de de defg efg d cd fg fg b bc bc b h h a a defg def g fg
Alkenes - - 34.02 31.52 21.88 2370 574 2171 5877 77.70 13.35 11.06 240 0.19 144.78 133.09 - - 518.97 373.62 299.22 251.02
a a bcde bcde defg def abc abc efg efg bed bcd  abc ab cde cde a a g fg cdef cde
Carboxvlic acids 4.07 3.99 - - 447 701 206 479 500 247 367 354 036 042 1009 7.01 1353 27.66 - 0.91 3.81 2.47
Y defg cde a a fg defgy abc abc cdef bcd cdef cdef ab abc efg defg g g a a cdef abc
49.96 66.50 37.46 3879 1858 25.08 792 28.82 18.60 33.97 46.67 30.66 659 0.26 182.27 246.83 - - 3373.73 2319.76 1864.13 1399.85
Esters
e de ab ab e e bc cd cde  cde de de ab a f f a a g g g g
Furans 15.63 1498 10.93 11.28 9.08 539 17.74 1234 1046 1172 797 6.76 13.66 11.30 8.77 11.88 12.17 9.29 1.28 2.36 1.01 0.21
d bed cd cd cd bed d d cd d cd cd d cd cd bed bcd  abed ab abc bed a
Ketones and methvlketones 148 1.14 0.91 0.76 115 070 068 025 154 156 087 032 194 155 3.9 333 069 174 1344 364 2150 21.08
Y abc  abc ab ab abc ab ab a c bc abc ab abc  abc bc abc ab ab ab ab bc bc
- - - - - - - - - 0.49 0.91 - - 2.77 141 1.40 1.08
Lactones
a a a a a a a a a a a a a a b b a a c c c c
Lipoxygenase cleavage 29.84 3292 37.29 25.61 7.02 9.63 1742 462 3219 3362 51.73 47.79 27.16 2559 3513 36.54 79.3 163.37 1.39 0.49 10.06 10.92
products fgh  fgh defg cdef bcde bc cdef bed fgh  fgh h fgh fgh efg fgh cdef h gh a a ab ab
Monoternenes 75.16 64.79 273.14 285.15 267.31 215.31 63.28 66.51 241.16 272.82 391.81 320.71 425.75 319.07 60.87 97.20 37.82 29.26 37.98 18.34

P def def ef ef de cde f de bcde bcde bed bcd  bcde bcde ef def b bc a a a a
Monoternenoids 7.46 6.29 7.99 5.45 205 163 764 371 221 258 474 338 504 618 7.77 6.97 - - -

P d d abc ab ab ab d c bc bc abc abc bc bc bc bc a a a a a a
Nitrogen and sulfur 1951 26.02 27.31 26.84 1158 8.86 34.49 26.07 15.02 1390 16.75 1455 2559 19.35 2534 19.44 11.67 1287 8.57 10.15 -
compounds d d d d d d d d d d d d d cd d d bc bc bc b a a
Norcatenoids - 0.51 0.11 - 275 145 015 0.13 - - 0.79 080 054 030 059 030 169.23 71.74 12.02 8.30

a a ab ab a a de c ab ab a a bc bc ab ab ab ab e e cd cd
Phenol derivatives 30.70 32.28 38.06 26,50 57.79 29.92 50.76 32.57 40.47 4211 4198 36.74 4137 487 4148 4331 61.89 5841 52.63 88.60 9513 84.07
a a a a a a a a a a a a a a a a a a a a a a
Sesquiterpenes 94.80 100.62 106.34 110.25 62.80 106.98 26.21 43.62 42.79 68.69 116.25 83.97 20.29 2152 7655 8266 120 0.96 1164.73 878.81 537.52 411.12
d P be be bc c c c c c c c bc bc b b bc bc a a d d c c
Sesquiternenoids 1192 1186 17.30 14.95 1229 2352 097 302 503 791 19.13 1081 135 155 1256 1349 029 112 3764 3211 7.19 6.33
4 P e de abc abcd bcde  cde ab ab abc abc bcde bcde ab ab abcde bcde a a de e abc abc
Total volatiles 407.78 456.74 755.14 704.30 594.75 618.18 282.10 321.74 606.93 750.11 759.17 603.43 587.93 471.33 1710.81 1814.40 232.69 330.20 5974.61 4196.41 3554.29 2748.59
abcd bcde f ef def def ab ab def f f def def  cdef g g a abc j ij hi gh

Letters in the same row indicate significant differences according to Duncan test (P < 0.05).
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esters (fruity and tropical aroma) (Table 5). In the same way for individual compounds
(Supporting Information_areas), ocimene (Mnes3) and methyl salicylate (Phe2) were
predominant in Bola, Doux Long, Guindilla, Jalapeno, Mojo Palmero, Numex and
Piquillo in addition to Phe2 in BOL-58, 2-methyltetradecane (Alka8) in Bola, Doux
Long, Guindilla, Mojo Palmero, Serrano, ECU-994 and BOL-144 and 2-
methyltridecane (Alka5) in Guindilla, Jalapeno, Mojo Palmero, Serrano and BOL-144
(Supporting Information_areas). Furthermore, hexyl hexanoate (Estl5), 2-isobutyl-3-
methoxypyrazine (Nitl) and copaene (Snes4) were predominant in Bola, 2-methyl-1-
tetradecene (Alke3) and hexyl hexanoate (Est15) in Doux Long, 2-pentylfuran (Furl), 2-
isobutyl-3- methoxypyrazine (Nitl) and copaene (Snes4) in Jalapeno, 2-methyl-1-
tetradecene (Alke3) in Mojo Palmero, hexyl hexanoate (Est15), (E)-2-nonenal (Lip5),
longifolene-(\V4) (Snes7) and alpha-himachalene (Snes21) in Numex and 2-pentylfuran
(Furl), (E,Z)-alloocimene (Mnes5), 2-isobutyl-3-methoxypyrazine (Nitl) and copaene
(Snes4) in Piquillo. In Serrano were predominant the alkanes pentadecane (Alka9), 2-
methylpentadecane (Alkal0O), hexadecane (Alkal2) and heptadecane (Alkal4d), the
alkene 2-methyl-1-tetradecene (Alke3) and the ester hexyl 2-methylbutanoate (Est6).
Hexanal (Lipl) and (E)-2-hexenal (Lip2) were relatively high in BOL-58. In ECU-994
and BOL-144 the most abundant compounds were 2-methyl-1-tetradecene (Alke3),
esters hexyl 2-methylbutanoate (Est6), hexyl 3-methylbutanoate (Est8), hexyl
pentanoate (Est12) and hexyl hexanoate (Est15) and the sesquiterpene longifolene-(\V4)
(Snes7).  Finally, (E)-2-hexenyl valerate (Est13), alpha-cubebene (Snes6),
Germadecrene D (Snes22) reached remarkable levels in ECU-994 (Supporting

Information_areas).

The analysis of correlation through heatmap graphic clearly grouped Capsicum
annuum accessions in one main cluster and C. baccatum, C. chinense and C. frutescens
in the other cluster (Figure 1). Thus, on the whole the unripe volatile profile agrees with
the phylogenetic relationships at the species level, as suggested by Rodriguez-Burruezo
et al. [30]. According to the main relative quantities of volatile groups, monoterpenes
had generally a high contribution in C. annuum accessions, with herbal and green
aromas; while lipoxygenase cleavage products stood out in C. baccatum accession
BOL-58, with fatty/herbal/fruity scents; and esters had a higher contribution in the
exotic accessions ECU-994 and BOL-144, belonging to C. chinense and C. frutescens

species, respectively, with characteristic fruity/sweet aromas.
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Figure 1. Heatmap for correlations between volatile compounds for each genotype and growing system (organic: O, conventional: C) at unripe
stage. Original values were transformed according to log (x + 2). Rows were centered; unit variance scaling was applied to rows; rows are
clustered using correlation distance and average linkage (124 rows, 22 columns).
https://drive.google.com/file/d/Im-mnoZKdVkOVhJfS3IYNF30MJIMq1p89e/view?usp=sharing
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The ANOVA of chemical families revealed that the growing system effect was
significant in some groups (Tables 2 and 3), with higher volatile levels in the organic
growing system which suggests that differences between individual compounds could
be found. This fact was confirmed by the heatmap of volatile compounds at the unripe
stage that allowed to appreciate several differences between growing systems (also
analysed with Ducan’s test) (Figure 1) (Supporting Information_areas). Thus, a total of
70 cases of volatile compounds with higher significant levels in the organic growing
system were found in at least one accession, while by contrast only 18 cases with higher
values in the conventional growing system were found (Supporting Information_areas).
Furthermore, we also found that in 53 volatiles most of accessions showed significantly
higher levels in the organic growing system, while in 14 compounds most accessions
showed higher levels in conventional. In addition, in the accessions Bola, Guindilla
Ibarra, Jalapeno, Piquillo, Serrano, = BOL-58, ECU-994 and BOL-144 were
predominant the compounds with significant higher levels in the organic growing
system, while only in the accessions Doux Long des Landes, Mojo Palmero and Numex
Big Jim were predominant the volatiles with higher levels in conventional management
(Figure 1) (Supporting Information_areas). Thus, the results suggested that the organic
growing system could increase the accumulation of volatile compounds at the unripe
stage in comparison to conventional growing conditions. This fact benefits the plants
attending the high relevance of volatile compounds as plant metabolites related with
plant growth, protection structural components, antifungal activities, insect repellent
and insecticide actions as well as attraction of biocontrol agents and nematode control
[31-39]. Other work that studied the effect of organic farming described a higher

quality in the aroma composition of mandarin juice in the organic growing system [40].

Finally, a few compounds were only found in one growing system. Thus, hexyl
decanoate (Est19) in Piquillo, which is an attracting pheromone for bees and a
metabolite related with nitrogen fertilizer compensation [41-44] and beta-elemene
(Snes8) in BOL-58, related with antitumoral actions [45] were only detected in the
organic growing system. Besides, wax structural component dodecane (Alkal) in
Guindilla Ibarra and pentadecyl acetate (Car7) in ECU-994 which has insect
pheromonal activities [46], were detected only in the conventional management.
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Volatile composition at the fully ripe stage

A total of 122 main volatile compounds were found in our collection of fully ripe
fruits, with remarkable quantitative and qualitative differences as previously found at
the unripe stage (Table 6. Supporting Information_areas). The levels of chemical
families were very diverse, ranging from values higher than 1200 x10° GC peak area
units in esters, alkanes and sesquiterpenes, to values < 15 x10° in monoterpenoids,
ketones and methylketones, aldehydes, furans and lactones (Table 6). The wide
variability at individual volatiles revealed compounds with a high presence in the
accessions studied like 2-phenylacetaldehyde (Aldl), ocimene (Mnes3), methyl
salicylate (Phe2) or several alkanes, that were detected in all the varieties, while other
compounds were only detected in one variety, as 4-methyl-1-pentanol (Alcl) in BOL-
144, 4-terpineol (Alc7) in Bola, 1-nonanol (Alc8) in Jalapeno, 2-nonen-1-ol (Alc9) and
2,6-nonadienol (Alc10) in Numex, 1-tetradecene (Alkel) in Doux Long and 2,4-
decadienal (Lip9) in Mojo Palmero (Supporting Information_areas).

The range for total volatiles was also very wide, from Piquillo with less than 30 x10°
GC peak area units to BOL-144 and ECU-994 with more than 850 and 3300 x109,
respectively (Table 6). Regarding each accession, alkanes, alkenes, esters, ketones and
methylketones, norcatenoids, phenol derivatives, sesquiterpenes and sesquiterpenoids
had the highest values in ECU-994, alcohols had the highest levels in BOL-144,
aldehydes in Doux Long, carboxylic acids in Guindilla Ibarra, lipoxygenase cleavage
products in BOL-58, monoterpenes in Numex Big Jim and nitrogen and sulfur
compounds in Jalapeno and Serrano. Groups of furans only were detected in the
accessions Guindilla Ibarra, Serrano, BOL-58 in both systems and Jalapeno in organic

growing system and lactones were showed in Serrano and ECU-994 (Table 6).

Considering the relative contribution of each chemical group to the different
accessions, it was found that monoterpenes (herbal and green aroma) were highly
relevant for the volatile fraction of Doux Long des Landes and Numex Big Jim;
sesquiterpenes (woody aroma) for Bola and Piquillo; alkanes (waxy odour) for
Guindilla Ibarra, Jalapeno, Mojo Palmero and Serrano; lipoxygenase cleavage
products (fatty and oily odours) for BOL-58 and esters (tropical and fruity aroma) for
ECU-994 and BOL-144 (Table 6). According to individual compounds for each variety,

alkanes 2-methyltridecane (Alka 5) and 2-methyltetradecane (Alka8) were predominant
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Table 6. GC peak area total mean values (n=6, x10°) of the main volatile groups of the accessions in organic (Org.) and conventional (Con.)

growing systems at the fully ripe stage.

G Bola Doux Long des Landes Guindilla Ibarra Jalapeno M Mojo Palmero Numex Big Jim  Piquillo Serrano BOL-58 ECU-994 BOL-144
rou
P Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con.
Alcohols 0.11 0.04 0.50 0.32 069 076 006 0.20 - - 0.40 - - - 128 0.65 517 10.01 - - 18.36 23.18
abc abc abc abc ab ab abc abc a a abc a a a abc ab abc abc a a bc c
Aldehvdes 0.74 0.32 1.70 2.83 1.49 124 272 183 067 078 044 0.16 040 038 354 187 083 0.72 0.53 0.42 0.96 0.56
Y bcd ab bcd cd bcd bcd bcd bed bed bed bed a bcd  bed d bed bed bed abc a bed bed
Alkanes 15.36 36.85 19.15 24.32 83.89 156.44 243.60 131.04 155.11 81.10 33.23 16.06 573 227 397.36 279.62 398 350 489.83 723.44 178.17 205.71
def cd cde def efg fg def  bcd g efg bc ab bc a h h a a g g efg efg
Alkenes 0.23 0.26 3.91 4,01 785 16,52 48.89 6.76 29.86 11.55 1297 4.09 0.84 0.05 41.82 32.04 - - 393.57 525.23 81.54 97.60
abcd abc defg bedefg fg fg cdefg abcde g fg bcdefg abcdef abc ab efg  defg a a efg efg efg efg
Carboxylic acids 2.30 0.99 1.69 5.44 9.22 17.10 - 1322 719 341 173 066 094 856 658 858 851 3.44 4.16 188 0.97
bcdef abcd ab abcd fg fg a a defg cdefg defy abcd abc abcde g efg g fg cdefg bcdefg fg fg
3.90 8.20 - - 6.59 20.11 8187 7042 081 1.71 19749 31.44 0.02 0.02 1959 1583 257 4.09 1140.70 1344.21 356.01 317.64
Esters
ab ab a a e e e e bcd  abc f de a a e cde ab ab g g g g
190 - - - 214 428 214 - - - - - - - 1.01 1152 099 042 - - - -
Furans
e a a a e de e a a a a a a a bc bcd  cde b a a a a
0.39 0.29 0.11 0.45 0.21 029 079 190 030 059 138 0.13 - - 044 026 037 0.18 6.71 13.72 100 0.82
Ketones and methylketones od abed  abe abcd  abcd abcd abed abcd cd  bed abed ab  a a d  abed ab  ab  bed  bed  abed abed
- - - - - - - - - - - 011 006 - - 091 184 - -
Lactones
a a a a a a a a a a a a a a b a a a c c a a
Linoxvaenase cleavage products - 4.06 7.61 254 186 264 024 269 158 1235 0.12 - - 4,05 387 7288 7221 0.65 170 1433 855
POXyg gep a a ef f de de abc ab ef bcd cde abc a a abc  abc de de abc abc abc abc
Monoteroenes 334 538 15.39 35.65 690 16.59 1282 3.16 4.01 468 33041 9231 362 454 329 132 392 491 6.02 1344 3096 32.08
P abcde abcde  abcd def bcdef cdef abc abc  abc ab ef def abc abc abcde abc abcd abcd a a f f
. 456 2.67 2.54 3.03 0.38 0.47 - 027 030 6.34 5,62 0.96 0.01 241 0.83 - - - - - -
Monoterpenoids g fg def efg ab ab a a abc  abc bed bed cd a def de a a a a a a
Nitrogen and sulfur compounds 7.35 3.67 0.65 2.26 204 306 1540 1749 399 359 262 301 088 131 1292 1012 296 2.66 - 0.72 0.58
g P b b ab b b ab b b b b b b ab ab b b b b a a ab b
. 0.16 0.03 0.21 0.15 011 009 013 0.08 022 011 2213 067 009 007 015 006 025 0.22 7587 8933 186 191
Norcatenoids
a a a a a a a a ab a ab a a a a a a a c c b b
Phenol derivatives 6.34 2.90 0.56 197 3.37 402 995 3176 911 288 1338 388 745 101 26.25 4535 10.82 19.70 33.72 9266 553 6.64
abc abc a a abc ab abc abc abc abc abc ab abc abc bc abc abc c abc abc abc abc
Sesquiternenes 24.67 28.87 14.54 26.29 34.18 55.32 106.13 93.75 13.11 23.39 70.16 67.26 11.83 11.12 18.65 13.96 7.67 4.32 681.10 961.94 136.72 167.84
quiterp bed  be bc bed ef ef de cde ab b bed bed ab ab b b a a g g fg g
Sesquiterpenoids 222 3.86 0.95 1.48 6.78 9.65 1566 10.37 127 162 1281 1252 - 3.80 324 - - 35,76 4250 560 7.24
4 P bcde bc abc bed bed bc bc ab bc bed e cde a a bcde bed a a e de bcde bcde
Total volatiles 73.55 94.33 65.97 115.81 168.38 307.80 542.80 368.98 234.64 141.06 719.53 238.99 32.49 21.72 545.24 427.18 121.00 131.46 2868.80 3814.59 833.64 871.32
ab ab ab bc bcde  cdef bcde cdef cdef bcde defg  cdef a a fg efg bcd  bede h h g g

Letters in the same row indicate significant differences according to Duncan test (P < 0.05).
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in Doux Long, Guindilla, Jalapeno, Mojo, Serrano and BOL-144, in addition to Bola
and ECU-994 for Alka8 (Supporting Information_areas). Other alkanes that highlighted
were tetradecane (Alka7) in Piquillo, for variety Serrano pentadecane (Alka9), 2-
methylpentadecane (AlkalO), hexadecane (Alkal2) and heptadecane (Alkal4) in
addition to Alkal0 in Guindilla and Jalapeno and Alkal4 in Jalapeno for organic
growing system. Alkene 2-methyl-1-tetradecene (Alke3) showed proportionally higher
values in Guindilla, Serrano, ECU-994, BOL-144 and in Jalapeno and Mojo for the
organic growing system, hexanoic acid (Carl) in BOL-58, pentadecyl acetate (Car7) in
Guindilla, ester hexyl 2-methylbutanoate (Est6) in Jalapeno, ECU-994 and BOL-144
and Numex in the organic growing system, hexyl 3-methylbutanoate (Est8) in ECU-994,
(2)-3-hexenyl isovalerate (Est10) in Numex for the organic, hexyl pentanoate (Est12) in
Jalapeno and BOL-144, hexyl hexanoate (Est15) in Bola and ECU-994 and Numex
organic, hexanal (Lipl) in BOL-58, (E)-2-hexenal (Lip2) in Doux Long and BOL-58,
monoterpene ocimene (Mnes3) in Doux Long, Numex, Piquillo, 2-isobutyl-3-
methoxypyrazine (Nitl) in Bola and Jalapeno, methyl salicylate (Phe2) in Bola,
Jalapeno for the convencional, Piquillo for organic, Serrano and BOL-58 and finally,
sesquiterpenes copaene (Snes4) in Bola, Doux Long, Guindilla, Jalapeno, Mojo and
Piquillo, alpha-cubebene (Snes6) in ECU-994, longifolene-(\V4) (Snes7) in Jalapeno,
ECU-994 and BOL-144, beta-elemene (Snes8) in Piquillo and germacrene D (Snes22)
in ECU-994 (Supporting Information_areas).

The correlation between accessions according to the volatile profile at fully ripe
stage showed C. annuum accessions grouped together and in the other hand the rest of
Capsicum species (Figure 2). This fact was also observed at unripe stage confirming the
influence of phylogenetic origin for the volatile profile, as suggested by Rodriguez-
Burruezo et al. [30], also in fully ripe fruits. Moreover, the distribution of Capsicum
varieties based on the volatile profile is in agreement with a previous report on
phylogenetic relationships based on SNPs [47], which suggest a strong correlation
between the DNA-based evolutionary relationships and the metabolomic (volatiles-
based) composition. Thus, as well as for the unripe stage, lipoxygenase cleavage
products had a higher contribution to the relative volatile composition in C. baccatum,
with fatty/herbal/fruity aroma; and esters were higher in C. chinense and C. frutescens
species, with fruity/sweet scents. By other hand, alkanes and sesquiterpenes had

generally a higher contribution in C. annuum fully ripe accessions, with waxy and

165



BOL-58_0 I ,

BOL-58_C

ECU-034 O 1
ECU-884_C 05

Piquillo_O i}
Piquilla_C I 05
Doux Long des Landes_O
Doux Long des Landes_C

Bola_0

Bola C

Jalapena M_O
Jalapena M_C

Guindilla Ibarra_O

Guindila Ibama_C
Semano_ O
Semano_C

Mojo Palmera_O

Majo Palmero_C

BOL-144 0

BOL-144 C
Mumex Big Jim_0

Mumex Big Jm_C

T T A AR RRRREEE TR i

C3iNBaaadpaphhuRaQ TETE T T T aanekaeNne 0 OSUURARREEEREE T T NLReRG®Y&0assasasan

[=]

Figure 2. Heatmap for correlations between volatile compounds for each genotype and growing system (organic: O, conventional: C) at fully
ripe stage. Original values were transformed according to log (x + 2). Rows were centered; unit variance scaling was applied to rows; rows are
clustered using correlation distance and average linkage (122 rows, 22 columns).
https://drive.google.com/file/d/1YY-kfmQuBguL9aZVFydflbJxJ4pVDWLJ/view?usp=sharing
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woody/sweet aromas, however a more heterogeneous behaviour was found in this larger
group of accessions. This distribution of relative quantities is in agreement with other

volatile work in fully ripe pepper fruits [30].

As found at the unripe stage, differences between growing systems could be detected
at the fully ripe stage, with a higher accumulation of volatile compounds in organic
growing system (Figure 2) (Supporting Information_areas). Thus, a total of 63 cases
(i.e. combination of accession and volatile) of volatile compounds with higher
significant values in organic growing system were detected, while only 34 cases with
higher levels under conventional growing system were found (Supporting
Information_areas). Moreover, we found that most Capsicum accessions showed
significantly higher levels in the organic growing system in 48 volatiles, while the
opposite situation was found in 26 compounds (i.e. most accessions showed higher
levels in conventional). Furthermore, seven accessions showed a higher number of
volatiles with higher levels in organic, being Bola, Jalapeno, Mojo Palmero, Numex Big
Jim, Piquillo, Serrano and BOL-144, while in a lower number of accessions, i.e. Doux
Long, Guindilla, BOL-58 and ECU-994, the number of volatiles with higher levels in
conventional was higher (Figure 2) (Supporting Information_areas).

Finally, attending compounds showed in the organic growing system but not in the
conventional at fully ripe stage, 2-nonen-1-ol (Alc9) and 2,6-nonadienol (Alc10) were
detected in Numex Big Jim, 2,6,10-trimethyldodecane (Alka4) in Piquillo, hexanoic acid
(Carl) in Serrano, 2-pentylfuran (Furl) in Bola and Jalapeno, 2-octenal (Lip3) and 2,4-
decadienal (Lip9) in Mojo Palmero and 2-octenal (Lip3) and (E)-2-nonenal (Lip5) in
Numex Big Jim. On the other hand, henicosane (Alka21) and longifolene (Snes9) in
Numex Big Jim were only detected in the conventional system at fully ripe stage. All
these results revealed that organic growing system could benefit the accumulation of
volatile compounds in Capsicum fruits at fully ripe stage. As it was observed for unripe
stage, this fact is an advantage for plants growing in the organic system since volatile
compounds play several important roles. For instance, alkanes as plant metabolites are
wax structural components that protect plants against pests and are related with host
recognition of biocontrol agents [31], hexanoic acid (Carl) have pesticide action [34],
2-pentylfuran (Furl) is a metabolite that promote plant growth [32,33], 2-octenal (Lip3)

is an antifungal agent [35], (E)-2-nonenal (Lip5) acts like insect repellent and
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insecticide [36,37] and 2,4-decadienal (Lip9) have a role as nematode control agent
[38].

Evolution of the volatile fraction with ripening

The volatile profile of Capsicum fruits evolved dramatically with the ripening
process, which was shown in the heatmap of the ripening ratios, i.e. fully ripe levels/
unripe levels (Figure 3). On the whole, the levels in many compounds decreased with
the ripening process in most accessions analysed, with the only exception of Jalapeno
M and BOL-58, which had a similar number of compounds that increased or decreased
with ripening (Figure 3). In addition, the varieties Doux Long des Landes, Jalapeno M,
Numex Big Jim, BOL-58 and BOL-144 showed the higher number of ripening ratios >1
(i.e. the compound increased with ripening) (Figure 3). The general trend with the
ripening process, considering the relative contribution of each chemical group to the
different accessions, was the reduction of monoterpenes and monoterpenoids, with
characteristic herbal and green aromas and the relative increase of others chemical
groups with heterogeneous combinations of fruity/floral/sweet/woody/waxy aromas; as
sesquiterpenes in Piquillo, with woody/fruity scent; or alkanes in Guindilla Ibarra,
Jalapeno and Mojo Palmero, with waxy aroma (Figure 3). The replacement of
monoterpenes by other groups of volatiles during ripening process has also been
described in other works with the exotic species C. frutescens, C. chinense and C.
baccatum [17,48].

Changes on volatiles during ripening were very diverse and differed among
accessions, although, some similarities were also found. In general, alcohols decreased
at the fully ripe stage in fruits of Bola, Jalapeno, Mojo Palmero, Numex Big Jim,
Piquillo and BOL-144, although an increase was found for Alc2 in Guindilla Ibarra and
Alc6 for Doux Long, Serrano and BOL-58, with fruity and floral aroma. The aldehyde
Aldl considerably increased with ripening, except for Piquillo, Serrano and BOL-58,
where it showed similar levels at both stages. On the whole, total alkanes and alkenes,
with waxy and oily aroma, had similar or lower values at the fully ripe stage, except for
BOL-58, where alkanes increased. Attending individual cases for alkanes, increases
were noticed for Alkal and Alke2 in Bola, Alka3 and Alkel in Doux Long, Alka6 in
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ECU-994, Alka20 in Guindilla and Numex, in addition to Alka21 in Numex, Alka2,
Alkal6 and Alke4 in Jalapeno and Alka4 in Piquillo. The behaviour for carboxylic
acids, with fatty and oily scents, was quite heterogeneous since accessions Doux Long,
ECU-994, Piquillo and BOL-144 showed a general increase with ripening, while Bola
and Jalapeno showed a general decrease, and the rest of accessions did not show a
significant trend. Total esters remained with similar values or diminished for most
accessions, except for Jalapeno and BOL-58 where increased. Other increases in
individual esters were found for hexyl decanoate (Est19) in Guindilla Ibarra and 3-
methylbutyl 3-methylbutanoate (Estl), pentyl 4-methylpentanoate (Est7), 3-methylbutyl
nonanoate (Estl17) and 3-methylbutyl decanoate (Est18) in Numex Big Jim, these with
fruity and tropical aroma. 2-pentylfuran (Furl, fruity-green aroma) decreased with the
ripening process and oxacyclohexadecan-2-one (Lacl, mush-powdery scent) remained
with similar values for ECU-994 and it was reduced for Serrano and BOL-144. A
general trend to remain or diminish was noticed for ketones and methylketones in
Guindilla, Numex, Piquillo, ECU-994 and BOL-144 while increases were also detected
for floral and sweet aroma ketones like acetophenone (Ket3) in Bola and Serrano, 4-
oxoisophorone (Ket5) in Bola, Doux Long, Jalapeno and Mojo Palmero, jasmone
(Ket6) in Doux Long, Jalapeno and BOL-58 and oxacyclotetradecan-2-one (Ket7) in
Jalapeno. Lipoxygenase cleavage products also were generally reduced or maintained,
with general green and fatty aroma, except the increases for aldehydic, floral and sweet
aroma compounds like nonanal (Lip4), 2,6-nonadienal (Lip6) and decanal (Lip8) in
Doux Long in addition to nonanal (Lip4) in Guindilla and Serrano and pentadecanal
(Lip11) in Mojo Palmero and BOL-58. Monoterpenes and monoterpenoids, with herbal
and floral aroma, clearly augmented in BOL-144 and decreased in Jalapeno while they
were maintained and reduced in the rest of accessions, except for increases for
eucalyptol (Mnoidl, herbal and fresh scent) in Bola, Doux Long, Piquillo and Serrano
and terpineol (Mnoid4, pine and floral aroma) in Doux Long. Typical green bell pepper
aroma 2-isobutyl-3-methoxypyrazine (Nitl) remained with similar values with ripening
for Jalapeno and Serrano and it was reduced for the rest of accessions, except BOL-
144, where it increased, while 2-sec-Butyl-3-methoxypyrazine (Nit2) decreased with
ripening. Norcatenoids generally augmented in Bola, Guindilla, Mojo Palmero, Numex
and BOL-58, with tropical and sweet scents, while a-ionone (Nor3) in Jalapeno and
BOL-144 and B-ionone (Nor4) in Jalapeno, Piquillo and BOL-58 decreased. Phenol

derivatives generally decreased, however, guaiacol (Phel, spicy and vanilla aroma) for
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Figure 3. Heatmap for correlations between ripening ratios of volatile compounds for each genotype and growing system (organic: O,
distance and average linkage (135 rows, 22 columns).
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Piquillo, Serrano and BOL-58 increased. Sesquiterpenes and sesquiterpenoids showed
also a tendency to maintain similar values with ripening for ECU-994, while in Bola,
Guindilla Ibarra, Mojo Palmero, Numex Big Jim, Piquillo, Serrano were reduced and in
BOL-58 the values increased and Doux Long, Jalapeno and BOL-144 had a diverse
behaviour, as well as their aroma profile, with aromas from woody, fresh and spicy to
sweet and floral scents (Figure 3). Other studies in one accession of Capsicum
frutescens fruits and one cultivar of C. annuum also detected qualitative and quantitative
changes between ripening stages [49,50]. The high variability of the changes in the
volatile profile during ripening process depending on the fruit accession reinforces the
importance of expanding the genetic component in this kind of studies.

System x ripening interaction was also observed since some differences between
growing systems could be found with ripening process, both quantitatively and
qualitatively. Thus, in the organic growing system the varieties Jalapeno M, Mojo
Palmero, Numex Big Jim, Piquillo and Serrano showed more volatile compounds that
increased with ripening and with higher ripening ratios, while this fact was observed in
the conventional system for Doux Long des Landes, Guindilla Ibarra and ECU-994

(Figure 3). The rest of the varieties showed similar changes with ripening process.

Attending to qualitative differences between growing systems, changes during
ripening that resulted in the presence or absence of volatile compounds were also
detected. According to cases where the organic growing system seemed to increase the
accumulation of volatiles, 2,6,10-trimethyldodecane (Alka4) appeared with the ripening
process in Piquillo-organic but not in the conventional system, hexyl decanoate (Est19)
appeared in the conventional system with ripening while in the organic system was at
both stages, 2-nonen-1-ol (Alc9), 2,6-nonadienol (Alcl10), 2-octenal (Lip3) and (E)-2-
nonenal (Lip5) disappeared in Numex-conventional at the fully ripe stage, in addition to
2-octenal (Lip3) and 2,4-decadienal (Lip9) in Mojo Palmero-conventional, hexanoic
acid (Carl) in Serrano-conventional, 2-pentylfuran (Furl) in Bola-conventional and
Jalapeno-conventional and linalool (Mnoid2) in Piquillo-conventional (Figure 3). On
the other hand, the conventional system had four events where volatile presence was
favoured, being dodecane (Alkal) in Guindilla Ibarra which only disappeared with
ripening at the conventional system because was not detected in the organic system,

henicosane (Alka21) in Numex Big Jim only appeared with ripening in the conventional
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system, pentadecyl acetate (Car7) in ECU-994 was detected in the organic system at the
fully ripe stage but not at the unripe stage and longifolene (Snes9) in Numex Big Jim
that disappeared in the organic system with ripening (Figure 3). Comparing that
ripening events/changes, we found twelve cases where organic growing system
favoured the presence of volatile compounds versus four cases for conventional system.
Additionally, attending quantitative differences through ripening ratios, explained in the
previous paragraph, five varieties were generally favoured by organic growing system
versus three varieties for conventional system. These quantitative and qualitative
differences suggested that organic growing management strengthened the accumulation
of volatile compounds with the ripening process. The interaction of organic growing
system with ripening process and its influence in the volatile profile has not yet been
studied for pepper. However, it has been described for nutritional quality a higher
accumulation in organic red peppers [24,51]. These nutritional compounds have
antioxidant activities and protect the plants against environmental and biological agents,

therefore it should be expected a higher accumulation of volatiles with protective roles.

Conclusions

In conclusion, our study explained the effect of the genotype, farming system,
ripening stage, and their interactions on the volatile composition of a wide collection of
Capsicum peppers. The volatile profile was very diverse depending mainly on the
genetic factor and the ripening stage, although the growing conditions also contributed
significantly to several volatiles and even some chemical groups. Thus, both
quantitative and qualitative differences were found among the volatile profile of the
pepper fruits. The number of volatile compounds with significant higher levels in
organic system was considerably higher than those found in conventional conditions,
which suggests that organic growing conditions may increase the accumulation of
several volatiles at both ripening stages. Changes in the volatile profile with the
ripening process were also obvious and very diverse depending on the genotype and
organic farming seemed to strength the accumulation. This study provides exhaustive
information about the volatile profile of a comprehensive collection of Capsicum
landraces in the organic growing system, which will be very useful for searching and

breeding programs as well as for the control of authenticity of plant germplasm.
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Supporting information

Appendix la. Images of fruits at unripe and fully ripe stage: Bola; Doux Long des
Landes, Guindilla Ibarra, Jalapeno M, Mojo Palmero and Numex Big Jim. Rulers at the
bottom are in centimetres (marks between two numbers indicate 1 cm).

Appendix 1b. Images of fruits at unripe and fully ripe stage: Piquillo, Serrano, BOL-58,
ECU-994, BOL-144. Rulers at the bottom are in centimetres (marks between two
numbers indicate 1 cm).

Supporting Information_la. Representative gas chromatograms of extractions of
accessions, Bola, Doux Long des Lanes, Guindillalbarra, Jalapeno M, Mojo Palmero
and Numex Big Jim at both unripe and fully ripe stage.

Supporting Information_1b. Representative gas chromatograms of extractions of
accessions Piquillo, Serrano, BOL-58, ECU-994 and BOL-144 at both unripe and fully
ripe stage.

Supporting Information_areas_1la. GC peak area mean values (n=6, x10°) of the main
volatile compounds of the accessions in organic (Org.) and conventional (Con.) growing
systems at unripe stage.

Supporting Information_areas_1b. GC peak area mean values (n=6, x10°) of the
main volatile compounds of the accessions in organic (Org.) and conventional (Con.)
growing systems at fully ripe stage.
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Appendix la. Images of fruits at unripe and fully ripe stage: Bola; Doux Long des
Landes, Guindilla Ibarra, Jalapeno M, Mojo Palmero and Numex Big Jim. Rulers at the
bottom are in centimetres (marks between two numbers indicate 1 cm).
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Appendix 1b. Images of fruits at unripe and fully ripe stage: Piquillo, Serrano, BOL-58,
ECU-994, BOL-144. Rulers at the bottom are in centimetres (marks between two
numbers indicate 1 cm).
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Supporting Information_1b. Representative gas chromatograms of extractions of
accessions Piquillo, Serrano, BOL-58, ECU-994 and BOL-144 at both unripe and fully
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Supporting Information_areas_la. GC peak area mean values (n=6, x10°) of the volatile compounds of the accessions in organic (Org.) and
conventional (Con.) growing systems at unripe stage. * Abbreviation.

Doux Long des

Bola Landes

. Guindilla Ibarra  Jalapeno M Mojo Palmero  Numex Big Jim Piquillo Serrano BOL-58 ECU-994 BOL-144
Volatile compound Abb.

Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org.  Con. Org. Con. Org. Con.

Alcohols
3::;2‘3""1' Alcl - - ; ; ; - - - - - - - . - . . . - . . 18008 749
a a a a a a a a a a a a a a a a a a a a c b
1-hexanol Alc2 - - 8.377 9.011 - - - - 2120 6.558 7.323 3.090 4.663 5.727 - - 11.340 22.903 - - 4,673  4.446
a a c c a a a a bc c bc bc bc bc a a b bc a a c bc
(2)-3-hexenol Alc3 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0.817 0417
a a a a a a a a a a a a a a a a a a a a b b
(E)-2-octen-1-ol Alc4 1171 1.542 - - - - - - 0.415 1.503 - - 0.415 0.623 - - - - - - - -
bed d a a a a a a b cd a a b bc a a a a a a a a
2-nonanol Alc5 0.605 0.618 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
b b a a a a a a a a a a a a a a a a a a a a

2-phenylethanol  Alc6 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

4-terpineol Alc7 0.280 0.293 - - - - 0.161 0.047 - - - - - - - - 0.052 0.069 - - - -
o o a a a a c b a a a a a a a a b b a a a a
1-nonanol Alc8 - - - - - - 0.267 0.098 - - - - - - - - - - - - - -
a a a a a a c b a a a a a a a a a a a a a a
2-nonen-1-ol Alc9 0.503 0.778 - - - - 0.304 0.130 0.404 1213 1.782 1493 0.674 0.563 - - - - - - - -
cd cd a a a a c b cd d d cd cd cd a a a a a a a a
2,6-nonadienol Alc10 - - - - - - 0489 0.115 0.137 0.129 0.698 0.660 0.180 0.105 - - - - - - - -

a a a a a a bc bc bc b c c bc b a a a a a a a a
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Supporting Information_areas_1la. table continuation (2/12).

Doux Long des

Bola Land Guindilla lbarra  Jalapeno M Mojo Palmero  Numex Big Jim Piquillo Serrano BOL-58 ECU-994 BOL-144
Volatile compound Abb.! ances
Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con.
Aldehydes
> Aldl - - - - - - - - - - - - 0.142 0.101 8.688 1963 0.533 0.487 - - - -
phenylacetaldehyde
a a a a a a a a a a a a b b d c cd cd a a a a
Alkanes
dodecane Alkal - - - - - 4.016 - - - - - - 0.284 1.071 - - - - - - - -
a a a a a b a a a a a a b c a a a a a a a a
2-methyldodecane  Alka2 - - - - - - - - 0.757 0.911 - - - - 2036  1.748 - - - - - -
a a a a a a a a b b a a a a c c a a a a a a
tridecane Alka3 0.180 0.181 - - 0.190 0.302 0.167 0.077 0.333 0.345 - - 0.075 0.024 1.174 0.944 - - - - - -
ef cd a a ef ef de bc ef ef a a cd ab f ef a a a a a a
2,6,10-
trimethyldodecane Alkad ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) . ) . . . ) . ) ) .
2-methyltridecane Alka5 10.067 14.313 25.855 28.653 46.319 56.131 10.962 24.339 32.572 44.362 16.892 9.313 0.667 0.354 257.228 214.769 - - 61.949 35.107 157.471 120.235
de de defg defgh defgh efgh d def  defgh defgh de de c b h h a a efgh defgh gh fgh
3-methyltridecane  Alka6 - - - - - - - - - - - - - - 1247 1.202 - - - - - -
a a a a a a a a a a a a a a b b a a a a a a
tetradecane Alka7 3.074 2931 4991 4153 4.086 9.671 2651 3.159 6.153 6.307 1668 3.618 2.646 2.675 33.317 32,671 1.052 1306 29.130 15.719 18.808 14.415
bedef ab cdef bcdef cdef cdef bcdef bcdef cdef  cdef bcd  bcdef bedef  bede f f abc a f def ef cdef
z Alka8 19.811 30.890 48.213 33.342 27.607 37.303 5.808 14.390 37.779 48.196 8.217 7.873 1.668 0.331 162.154 157.218 - - 231.080 163.312 168.088 135.495
methyltetradecane
def efg fghi fghi fgh fghi cd def fghij  fghij cde def c b ij ij a a j hij ij ghij
pentadecane Alka9 3.762 6.885 12.466 7.850 6.522 9.646 4918 4.344 6.801 8.103 1.996 1.391 0444 0.362 145.083 172.534 - - 86.481 52.204 67.023 53.000
def efgh  efgh efgh efgh efgh cde efg efgh  efgh cde cd c b gh h a a fgh fgh fgh fgh
2 Alkal0 3.901 6574 10.938 9.680 16.415 15350 8.024 10.275 8.916 14.014 2102 1432 0.670 0.694 209.620 199.935 - - 23.268 16.714 73.600 62.755
methylpentadecane
cd cd cde cde cde cde cd bc cde cde b bc b b e e a a cde cde de de
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Supporting Information_areas_1la. table continuation (3/12).

Doux Long des

Bola Guindilla lbarra  Jalapeno M Mojo Palmero  Numex Big Jim Piquillo Serrano BOL-58 ECU-994 BOL-144
Volatile compound ~ Abb.! Landes

Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con.

3-methylpentadecane  Alkall 0.222 0.360 0.765 0.569 0.550 0.730 0.565 0.961 1.044 1606 0350 0.227 0.122 0.148 12.329 12.756 - - 8746 7476 8411 7.831
d d de d d de d de def defg b d bc cd g g a a fg efg fg efg

hexadecane Alkal2 6.833 9.245  12.982 7.548 4424 7755 2850 4.165 8569 9.354 1295 1950 1.765 1.209 101.683 115.187 0.559 0.453 49.218 23.739 79.013 60.015
efg fg g efg defg fg cde  def fg fg ab cd bcd abc i i a a hi h i hi

2-methylhexadecane  Alkal3 7.955 10.884  18.849 13898 5512 5991 1.702 5055 14.158 20.938 0.968 1.211 0.770 0.167 42.257 44.642 - - 71196 56.962 49.785 42.193
efgh  efghi fghi fghi efg efgh de ef fghi fghi bc de cd b ghi ghi a a i ghi hi ghi

heptadecane Alkal4 7.663 8529  17.308 10515 5109 10.424 4.620 4.192 11.106 14.610 0.811 0.839 0.470 0.700 96.964 125482 - - 27.193 20.761 37.217 29.162
def  def ef def de def de de def ef b cd bc bc f f a a ef ef ef ef

2-methylheptadecane  Alkal5 0.371 0.499 0.956 0.816 1.110 1.078 0.396 0.738 0.968 1.150 0.155 0.045 - - 12919 13432 - - - - 8.870 7.047
def o def cd def def de  def  def def b b a a f f a a a a ef ef
3-methylheptadecane  Alkalé - - - - - - - - 0.101 0.123 - - - - 0.889  0.862 - - 0.919 0.618 - -
a a a a a a a a b b a a a a c c a a c c a a

octadecane Alkal7 0.358 0.376 0.726 0.360 0.124 0319 0.077 0.125 0.381 0.439 - - - - 2997  3.632 - - 1055 0335 4332 3.330
cdefg defg cdefg bc defg cdef bcde b defg  defg a a a a fg fg a a efg bed g fg

nonadecane Alkal8 0514 0.446 1.457 0.692 0479 1378 0.483 0.052 0.720 0.963 - - - - 6.154  8.609 - - 1991 1511 2963 2.598
cde bc bed bc bcde bed b a cde cde a a a a de e a a cde cde cde cde

2-methylnonadecane  Alkal9 - - - - 0.307 0.371 - - 0.110 0.105 - - - - 1311  1.296 - - - - 0.827 0.681
a a a a b c a a b b a a a a c c a a a a c c

icosane Alka20 - - - - - - - - - - - - - - 0.826  0.991 - - - - 1.300 1.030
a a a a a a a a a a a a a a b be a a a a d cd
henicosane Alka2l - - - - - - - - - - - - - - 1390 1.569 - - - - - -
a a a a a a a a a a a a a a b b a a a a a a

Alkenes

1-tetradecene Alkel - - - - 0.305 0.243 - - - - - - - - - - - - - - - -
a a a a o b a a a a a a a a a a a a a a a a
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Supporting Information_areas_1la. table continuation (4/12).

Bola Doux Long des

Volatile compound Abb.! Landes
Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con.

Guindilla lbarra  Jalapeno M Mojo Palmero  Numex Big Jim  Piquillo Serrano BOL-58 ECU-994 BOL-144

3-tetradecene Alke2 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
2-methyl-1-tetradecene Alke3 - - 32393 30.993 19.022 21.312 5.736 21.715 50.264 64.275 11.861 10.839 2.207 0.187 130.718 119.721 - - 476.280 344.112 273.249 230.132
a a  defgh defghi defg defg d def  efghij efghij d de c b fghij fghij a a j ij hij ghij
(2)-8-hexadecene Alked - - 1627 0527 1872 1524 - - 1904 3212 1487 0.220 - - 14.067 13.373 - - 4.404 2934 25968 20.891
a a bcd bc bed cde a a cde cde b b a a e e a a e de e e
2-methyl-Z-7-hexadecene  Alke5 - - - - 0.680 0.618 - - - - - - 0.191 0.003 - - - - 0.514  0.105 - -
a a a a b b a a a a a a be a a a a a c b a a
2-methyl-1-hexadecene Alke6 - - - - - - - - 6.600 10.217 - - - - - - - - 37.774  26.473 - -
a a a a a a a a b b a a a a a a a a d c a a
Carboxylic acids
hexanoic acid Carl 0463 0.774 - - 1218 1.033 - - 0.278 0.114 0262 0.486 0.358 0417 1.070 0.712 2290 4.345 - - 1.051  0.233
abc  abc a a de e a a bed ab bed cde abcd cde e cde e e a a e bed
2-hexenoic acid Car2 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
methyl benzoate Car3 - - - - - - - - - - - - - - 0.636  1.033 8.080 19.990 - - - -
a a a a a a a a a a a a a a a b c c a a a a
octanoic acid Car4 0.279 0.149 - - 0.191 0.172 - - - - - - - - - - - - - - - -
o b a a o b a a a a a a a a a a a a a a a a
nonanoic acid Car5 1177 1.061 - - 1240 2145 1414 3840 4.006 1153 2711 2.827 - - 4802 2193 2256 2.027 - - - -
b b a a b b b b b b b b a a b b b b a a a a
methyl 2-aminobenzoate Car6 - - - - - - - - - - - - - - - - 0.904 1.299 - - - -
a a a a a a a a a a a a a a a a b b a a a a
pentadecyl acetate Car7 2153 2.007 - - 1.823 3.656 0.650 0.948 0.716 1.202 0.695 0.228 - - 3.584  3.067 - - - 0915 2763 2241
cd abc a a bed bed abc  abc bed bed abc ab a a d d a a a abc d cd
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Supporting Information_areas_1la. table continuation (5/12).

Doux Long des

Bola Guindilla lbarra  Jalapeno M Mojo Palmero  Numex Big Jim  Piquillo Serrano BOL-58 ECU-994 BOL-144
Volatile compound Abb.! Landes
Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con.
Esters
3-methylbutyl 3-methylbutanoate  Estl 0.684 0.689 - - 0.331 0.356 - - - - - - - - 1465 0.694 - - 51034 31730 57.908 50.948
b b a a b b a a a a a a a a bc b a a d d cd d
pentyl 2-methylbutanoate Est2 0481 0.339 - - 0.070 0.131 - - - - - - - - 1982 2665 - - 44167 22326 29.493 24.808
c c a a b b a a a a a a a a c cd a a e de e de
pentyl 3-methylbutanoate Est3 - - - - - - - - - - - - - - - - - - 157.725 76.676 71.495 56.880
a a a a a a a a a a a a a a a a a a d c c b
hexyl 2-methylpropanoate Est4 0.357 0.254 - - 0.346  0.469 - - 0.232 0.170 0.060 0.227 - - 0.594 1.619 - - 121.446 65.603 75552 67.873
cd b a a cd cd a a cd o a a a a cd d a a e e e e
hexyl butanoate Est5 - - - - 0.105 0.879 - - - - 0.369 0.168 - - 1311 1517 - - - - 5.016 9.801
a a a a cd bc a a a a ab a a a d d a a a a bc d
hexyl 2-methylbutanoate Est6 - - - - 4817 7.823 4327 13.050 6.158 4.816 13.470 9.645 4.239 0.246 111.645 151.250 - - 421173 508.701 653.279 484.727
a a a a cde def c def cde cd cd def cd b efg fg a a g g g g
pentyl 4-methylpentanoate Est7 0.379 0.499 - - - - - - 0.204 0.131 - - - - 1916  1.509 - - 26.622 18217 76.236 56.861
b b a a a a a a b b a a a a c c a a c c c c
hexyl 3-methylbutanoate Est8 0.340 0.282 - - 0.982 1.000 0.144 0.810 - - 0.879 1120 - - - - - - 550.009 385.348 132.125 105.649
b b a a b b b b a a b b a a a a a a c c c c
heptyl 2-methylpropanoate Est9 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 9.953 7.286
a a a a a a a a a a a a a a a a a a a a c b
(2)-3-hexenyl isovalerate Est10 - - - - 1.124 0.634 - - 0.520 0.407 6.409 2.827 - - 7.621 18279 - - 140,572 90.706 78.678 64.722
a a a a b b a a bc bc cd def a a cde def a a f f f ef
hexyl 3-methylbut-2-enoate Estll - - - - - - - - - - - - - - - - - - 23791 9.129 - -
a a a a a a a a a a a a a a a a a a c b a a




Supporting Information_areas_1la. table continuation (6/12).

Resultados - Capitulo 2 |

Doux Long des

Bola Guindilla Ibarra  Jalapeno M Mojo Palmero Numex Big Jim Piquillo Serrano BOL-58 ECU-994 BOL-144
Volatile compound Abb.! Landes
Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con.
hexyl pentanoate Estl2 12.339 11.842 - - 6.638 7.957 2703 9.457 - - - - - - - - - - 1076.840 696.678 293.300 193.598
c c a a c c b c a a a a a a a a a a e e d d
(E)-2-hexenyl valerate Est13 - - - - - - - - - - 0.727 0.668 - - 0.720 0.832 - - 160.069 160.351 1591 5.425
a a a a a a a a a a bc c a a bc bc a a d d b c
heptyl pentanoate Estl4 - - - - - - - - - - - - - - - - - - 59.952 26.402 6.279 5.519
a a a a a a a a a a a a a a a a a a e d c b
hexyl hexanoate Estl5 32.773 49.402 36.900 38.370 3.325 4.725 0590 4.483 10.008 22.522 21.349 14.809 2.189 0.012 47.682 60.492 - - 484.659 201.562 268.701 195.687
defg  defg def defg de cd b de def def def defg bc a efg efg a a g fg fg fg
(2)-3-hexenyl hexanoate Estl6 - - - - - - - - - - 2.116 0.863 - - 2.698 3.001 - - 35.731 16.058 79.563 50.368
a a a a a a a a a a b b a a c c a a d cd d d
3-methylbutyl nonanoate Estl7 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
3-methylbutyl decanoate Est18 0.831 1.190 - - 0.840 1.109 - - 0.638 2.220 - - - - 1.661 1.734 - - 2.303 1.339 - -
b b a a b c a a b b a a a a c c a a c c a a
hexyl decanoate Estl9 1.774 2006 0.562 0417 - - 0.159 1.018 0.839 3.705 1.292 0.337 0.160 - 2976 3.239 - - 17.638 8937 24.965 19.694
cdefgh cdefgh cdef bed a a bc bed cdefg defgh bcde  cdef ab a efgh  efgh a a gh fgh h gh
Furans
2-pentylfuran Furl 15.628 14.982 10.933 11.284 9.075 5.389 17.740 12.338 10.464 11.717 7.967 6.757 13.660 11.300 8.775 11.876 12.166 9.293 1.285 2355 1.013 0.212
d bed cd cd cd bed d d cd d cd cd d cd cd bed bcd  abcd ab abc bed a
Ketones and methylketones
(E,E)-2,4-heptadienal Ketl 0.108 0.190 0.617 0.216 - - - - 0.257 0.250 0.087 0.059 0.258 0.480 0.353 0.114 0.689 1.738 - - - -
cde  cdef efg efg a a a a efg  defg bed abc defg efg abc ab fg g a a a a
3-octanone Ket2 1.370 0.954 - - 0.600 0580 0.676 0.249 0.890 1.171 - - 1.677 1.073 - - - - - - - -
d cd a a cd cd d b d d a a d c a a a a a a a a
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Supporting Information_areas_1la. table continuation (7/12).

Doux Long des

Bola Guindilla lIbarra  Jalapeno M Mojo Palmero  Numex Big Jim Piquillo Serrano BOL-58 ECU-994 BOL-144
Volatile compound Abb.! Landes
Org. Con. Org. Con.  Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con.
acetophenone Ket3 - - 0.297 0543 0.548 0.119 - - 0394 0137 0.178 0.064 - - - - - - - - - -
a a ab abc d abc a a d bc c abc a a a a a a a a a a
2-nonanone Ket4 - - - - - - - - - - - - - - 2218 0.267 - - - - 14131 15.946
a a a a a a a a a a a a a a b b a a a a c c
4-oxoisophorone Ket5 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
jasmone Ket6 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
oxacyclotetradecan-2-one Ket7 - - - - - - - - - - 0.607 0.196 - - 1.324 2951 - - 13.440 3.643 7.366 5.136
a a a a a a a a a a b b a a c c a a c c c c
Lactones
oxacyclohexadecan-2-one Lacl - - - - - - - - - - - - - - 0491 0912 - - 2770 1415 1.404 1.078
a a a a a a a a a a a a a a b b a a c c c c
Lipoxygenase cleavage products
hexanal Lipl 2662 2.836 6.100 2788 0.818 0.465 - - 3692 2471 3135 2280 1375 2543 - - 26.802 70.358 - - - -
de de de de b b a a de bed cde bc cde  bed a a e e a a a a
(E)-2-hexenal Lip2 3.306 2559 18778 7.891 3.929 5673 5101 1.382 2792 5739 8762 3.843 3499 5363 6.126 2.805 40.010 79.555 - - 5938 8.183
bcde  bcde cde cde bcde b bcde bc bcde  bed bcde b bcd bcde bede bed de e a a cde cde
2-octenal Lip3 10.618 9.720 2.891 4.463 1416 2.037 5271 1.331 9520 3418 3.292 4404 2949 6414 - - 4838 3.936 - - - -
o c bc bc bc bc c b c bc c bc c bc a a c c a a a a
nonanal Lip4 0192 0.443 - - - - - - 1265 1012 1578 1.835 - - - - 0344 1.080 - - - -
ab bc a a a a a a bed bed d bed a a a a bc cd a a a a
(E)-2-nonenal Lip5 10.413 12.133 7.032 8.014 - - - - 9.035 12946 21.933 22150 14.951 7.073 - - 4474 5906 - - - -
o c bc b a a a a b b c bc bc bc a a c c a a a a
2,6-nonadienal Lip6 - - - - 0.202 0.684 4.394 0.840 3.188 6.058 9.785 10.372 2.271 1.934 2.456 1.440 0.943 1.493 - - - -
a a a a a a cd b cd cd d cd cd cd cd c cd cd a a a a




Supporting Information_areas_1a. table continuation (8/12).

Resultados - Capitulo 2 |

Doux Long des

Bola Guindilla Ibarra  Jalapeno M Mojo Palmero  Numex Big Jim Piquillo Serrano BOL-58 ECU-994 BOL-144
Volatile compound ~ Abb.! Landes
Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con.
(E,E)-2,4-nonadienal  Lip7 - - 0409 0.232 - - 0313 0.037 0162 0209 1150 0510 0.149 0.285 - - - - - - - -
a a b bc a a bc a b be c b bc be a a a a a a a a
decanal Lip8 - - - - - - - - - - - - - - - - 0.381 0.129 - - - -
a a a a a a a a a a a a a a a a c b a a a a
2,4-decadienal Lip9 2381 2268 2083 2220 0495 0.696 1371 0573 2536 1762 2094 2395 1758 1.882 2.031 0.770 1.005 0.901 - - - -
d d d d cd bc d be d d d d d b d bc d d a a a a
tetradecanal Lip10 - - - - 0.159  0.073 - - - - - - - - 0.863 0.842 - - - - - -
a a a a b b a a a a a a a a c c a a a a a a
pentadecanal Lipll - - - - - - - - - - - - 0.207  0.098 23.052 29.737 - - - - - -
a a a a a a a a a a a a b b c c a a a a a a
hexadecanal Lipl2 0.264 2.963 - - - - 0.973 0.454 - - - - - - - - 0.503 0.014 - - - -
o bc a a a a be be a a a a a a a a b a a a a a
octadecanal Lip13 - - - - - - - - - - - - - - 0.601 0.944 - - 1.395 0.487 4.120 2.735
a a a a a a a a a a a a a a c cd a a cd b e de
Monoterpenes
tricyclene Mnesl 3.292 3501 4.676 2120 0517 0.696 9584 3.106 0.189 0496 0.029 0.230 - - 3.201 3.310 0.286 1.479 - - - -
ef ef ef ef cd def f ef cd de abc ab a a ef ef bed d a a a a
camphene Mnes2 1.000 0.913 1.030 0451 - - 1.819 0.538 - - - - - - 0.565 0.450 - - - - - -
de cd c bc a a e bc a a a a a a c b a a a a a a
ocimene Mnes3 62.395 52.464 239.850 249.506 238.741 200.761 42.418 56.282 227.230 257.963 370.578 305.221 394.569 301.821 51.977 87.608 34.786 24.781 37.977 18.339 - -
defg  cdef h gh h fgh bed bc efgh h h h h h cde  cdef  bed b cd bed a a
(2)-B-ocimene Mnes4 2.063 1.775 11.303 13.628 11.853 5559 1.630 2.057 5589 5710 7816 5307 12501 7.142 - - - - - - - -
c c c c c c c b c c c c c c a a a a a a a a
(E,Z)-alloocimene Mnes5 2.687 2112 14396 17.804 13.864 7.008 1941 2816 7.473 7511 12425 9.178 17.400 9.251 2.057 3.602 - - - - - -
cde bed fg fg fg defg bc b def efg fg efg g fg bc bed a a a a a a
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Supporting Information_areas_1la. table continuation (9/12).

Bola Doux Long des Guindilla Ibarra Jalapeno M Mojo Palmero  Numex Big Piquillo Serrano BOL-58 ECU-994 BOL-144
Volatile compound Abb.! Landes Jim
Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con.
limonene Mnes6é 3.725 4.028 1.832 1.608 2.155 1.165 3.784 1.488 0.678 1.142 0957 0.773 0.723 0.592 1.433 1.328 1700 2100 - - - -
c c bc bc bc b c bc bc bc bc bc b bc bc bc bc bc a a a a
terpinolene Mnes7 - - - - - - 1842 0.189 - - - - - - 1168 0.446 - - - - - -
a a a a a a o b a a a a a a c b a a a a a a
methyl geranate Mnes8 - - 0050 0.032 0.180 0.123 0.259 0.034 - - - - 0554 0.260 0.471 0.454 1.048 0.896 - - - -
a a ab ab bc bc o ab a a a a cd bc cd cd d d a a a a
Monoterpenoids
eucalyptol Mnoidl - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
linalool Mnoid2 5.694 4.522 7.988 5453 2.053 1.625 6.461 3.342 0.608 0.284 - - 0476 3422 7.771 6.971 - - - - - -
e e de cde cde bcde e e be ab a a ab bed e e a a a a a a
verbenone Mnoid3 1.436 1.387 - - - - 1.015 0.232 1.603 2.300 4.741 3.381 4.563 2.756 - - - - - - - -
c o a a a a o b o c o o c o a a a a a a a a
terpineol Mnoid4 0.328 0.379 - - - - 0.158 0.135 - - - - - - - - - - - - - -
c o a a a a o b a a a a a a a a a a a a a a
Nitrogen and sulfur
compounds
ﬁgéiﬁgi;)gﬁézine Nitl 19.068 25.510 26.530 26.116  10.881 8.224 33.100 25.117 14.784 13.421 15.542 13.423 24.841 18.929 24.312  18.858  11.670 12.870 8.575 10.151 - -
c o o c c c o c o c c c c c c c c c c b a a
2-sec-Butyl-3- Nit2 0437 0507 0775 0728  0.698 0639 1389 0955 0235 0483 1211 1128 0752 0418 1025 0582 - -
methoxypyrazine
bed  bed cd cd cd bed d bc b cd d cd cd b cd cd a a a a a a
Norcatenoids
B-cyclocitral Norl - - 0511 0114 - - 0.649 0.346 0.148 0.128 - - 0.268 0.261 0.538 0.303 - - 9.339 3301 3.613 2.103

a a bed bc a a bcde b bed bc a a b b b b a a e de de cde

geranylacetone Nor2 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - _ _




Resultados - Capitulo 2 |

Supporting Information_areas_1a. table continuation (10/12).

Bola Doux Long des Guindilla Ibarra  JalapenoM  Mojo Palmero  Numex Big Jim Piquillo Serrano BOL-58 ECU-994 BOL-144
Volatile compound ~ Abb.! Landes
Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con.
a-ionone Nor3 - - - - - - 0.366 0.242 - - - - - - - - - - 10.443 6.263 8407 6.195
a a a a a a c b a a a a a a a a a a d d d d
B-ionone Nor4 - - - - - - 1.736 0.859 - - - - 0.519 0.540 - - 0.589 0.296 149.453 62.177 - -
a a a a a a cd b a a a a cd c a a c cd e d a a

Phenol derivatives
guaiacol Phel - - - - - - - - 0.687 0.819 0.304 0.106 - - - - - - - - - -
a a a a a a a a c c b ab a a a a a a a a a a

methyl salicylate Phe2 30.702 32.281 38.058 26.501 57.786 29.923 50.763 32.570 39.783 41.286 41.674 36.636 41.373 48.705 41.476 43.312 61.892 58.413 52.633 88.603 95.126 84.068

ab ab abc ab abc a abc ab abc abc ab a abc a abc abc abc abc abc bc c bc
Sesquiterpenes
(+)-cyclosativene Snesl 3.032 4140 1689 2812 1430 2168 1.089 1779 1288 2555 0.742 1941 1291 1587 - - - - - - 8.539  7.990
d d bed cd bed cd bc bed bed cd b bed bc bed a a a a a a e e
longicyclene Snes2 5434 7.022 11.271 9.887 9.006 12516 0.395 0.844 3.383 4.837 8321 5.667 - - - - - - - - - -
cd cd cd cd cd d b b cd cd o cd a a a a a a a a a a
ylangene Snes3 - - - - - - 0.068 0.987 - - - - 0.228 0.229 25.783 26.701 - - 7.764 5210 7.113  4.963
a a a a a a b c a a a a c c d d a a d d d d
copaene Snes4 36.426 46.967 10.801 23.896 14.147 16.722 13.332 17.631 14.099 22.743 5.629 17.727 15.252 16.787 0.989 0.954 0.879 0.961 136.631 105.290 17.806 15.873
d d bc bed bed bed bed bed bed cd b bed bed bed a a a a e e cd bed
B-cubebene Snes 1446 1928 0533 1069 0499 0565 0446 0.637 0424 0.747 0261 0.683 0.492 0518 - - - - 29.364 22.250 - -
d d bc cd bed b bed bed bed bed bed bed bed bed a a a a e e a a
a-cubebene Snes6 - - - - - - 0.562 0.287 - - - - - - - - - - 241.367 186.658 - -
a a a a a a ab b a a a a a a a a a a c c a a
longifolene-(\V4) Snes7 24.993 17.379 34.233 29.814 15.062 32.141 0.674 6.811 9545 15.853 45910 26.270 0.512 0.129 11.679 13.035 - - 287.446 230.199 370.071 265.629
de de efg efg ef efg d de e e ef ef c b ef ef a a g fg g fg
B-elemene Snes8 - - - - 1201 1516 5.017 1474 - - - - 1592 1712 1.952 1.733 0.322 - - - - -
a a a a bed ab cd bed a a a a bed cd cd d be a a a a a




Supporting Information_areas_1la. table continuation (11/12).

Bola Doux Long des Guindilla Ibarra  Jalapeno M Mojo Palmero  Numex Big Jim Piquillo Serrano BOL-58 ECU-994 BOL-144
Volatile Abb.L Landes
compound Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org.  Con. Org. Con. Org. Con.
longifolene Snes9 - - 1667 1.317 1199 1707 - - 0.770 1551 1147 0.767 - - 0.918 0.779 - - - - - -
a a o c o c a a bc c b b a a b b a a a a a a
a-cedrene Snesl0 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
thujopsene Snes11 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
a-gurjunene Snesl2 - - - - - - - - - - - - - - - - - - 2344 1.655 - -
a a a a a a a a a a a a a a a a a a c b a a
(bagz-motene Snesl3 1526 2.247 1473 1.735 - - 2590 4299 1304 0.956 - - - - 1972 2.716 - - - - - -
c c b c a a c o bc b a a a a c c a a a a a a
y-muurolene Snesl4 1.498 2.105 - - - - - - - - - - 0.643 0.352 - - - - - - - -
b b a a a a a a a a a a c c a a a a a a a a
y-cadinene Snesl5 - - - - - - - - - - - - - - - - - - 16.153  8.474 - -
a a a a a a a a a a a a a a a a a a c b a a
f-cadinene Snesl6 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 21.967 28.531
a a a a a a a a a a a a a a a a a a a a b b
(2)-p-farnesene Snesl7 0.443 0.526 0.741 0.848 0.256 0.674 0.349 0.884 0218 0.277 1425 0.881 0.063 0.048 6.104 6.094 - - - - 26.107 19.629
de de def def cde def bed cd cde de cd de b bc efg efg a a a a g fg
a-muurolene Snesl8 - - - - - - - - - - - - - - - - - - 33.388 20.367 8.942 10.663
a a a a a a a a a a a a a a a a a a d c b b
d-cadinene Snes19 0.140 0.173 - - 0.056 0.134 0582 0630 0.085 0.104 0197 0172 0.107 0038 0.371 0412 - - 96.996 59.538 - -
bed bed a a abc ab d de bed bed ab bed ab abc de cd a a f ef a a
caryophyllene  Snes20 - - - - 0.343 0.301 - - 0.128 0.215 - - - - - - - - 77.089 59.492 5396 7.720
a a a a c b a a b b a a a a a a a a d d d d




Supporting Information_areas_1la. table continuation (12/12).

Resultados - Capitulo 2 |

] Bola Doux Long des Guindilla Ibarra  Jalapeno M Mojo Palmero  Numex Big Jim Piquillo Serrano BOL-58 ECU-994 BOL-144
Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con.
a-himachalene  Snes21 12.338 11.024 25.135 21.708 11.653 24.495 0.625 4.175 7.318 11.381 31.102 17.506 0.105 0.115 14961 16.730 - - 62.163 47.352 57.907 40.696

d def ef ef def ef d de def def def def c b ef ef a a f f f ef
germacrene D Snes22 - - - - - - 0.210 0.494 - - - - - - - - - - 174.025 132.322 - -

a a a a a a b b a a a a a a a a a a c c a a
B-himachalene  Snes23 7.519 7.105 18.802 17.158 7.951 14.035 0.269 2.687 4.223 7.472 21512 12.355 - - 11.822  13.502 - - - - 13670 9.426

cd bc d d cd d b b cd cd cd cd a a d d a a a a d d
Sesquiterpenoids
a-longipinene  Snoidl 8.891 9.124 17.269 14.802 11.527 21.255 0.296 2.524 5013 7.767 18.057 10.232 - - 8.379 8.288 - - - - - -

c c c c c c a b c c c c a a c c a a a a a a
dihydro-g- Snoid2 - - - - - - - - - - - - - - - - - - 8871 7628 - -
ionone

a a a a a a a a a a a a a a a a a a c b a a
globulol Snoid3 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 7.188 6.326

a a a a a a a a a a a a a a a a a a a a c b
nerolidol Snoid4 0.140 0.105 0.029 0.151 - - - - - - - - - - - - - - 4.188 4.793 - -

cd bc b bc a a a a a a a a a a a a a a cd d a a
dendrolasin Snoid5 2.728 2.504 - - 0.703 2127 0.670 0.498 - - 0.720 0483 1.347 1554 4184 5205 0.290 1.117 24584 19.686 - -

cd cd a a bed bed be b a a b bed bed cd bed d be b d d a a
bisabolol Snoidé 0.157 0.125 - - 0.061 0.134 - - 0.014 0.148 0.353 0.092 - - - - - - - - - -

bc bc a a bc c a a ab bc c bc a a a a a a a a a a
Total 407.779 456.736 755.145 704.305 594.748 618.179 282.098 321.736 606.928 750.114 759.168 603.431 587.927 471.329 1710.811 1814.401 232.686 330.196 5974.613 4196.408 3554.286 2748.590

abcd

bcde

f ef def def

ab

ab

def

f

f

def

def

cdef

g

g9

a

abc

j ij hi gh
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Supporting Information_areas_1b. GC peak area mean values (n=6, x10°) of the volatile compounds of the accessions in organic (Org.) and
conventional (Con.) growing systems at fully ripe stage. * Abbreviation.

Doux Long des

Bola Landes

. Guindilla Ibarra Jalapeno M Mojo Palmero Numex Big Jim Piquillo Serrano BOL-58 ECU-994 BOL-144
Volatile compound Abb.

Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con.

Alcohols
4-methyl-1-pentanol Alcl - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 18.359 23.182
a a a a a a a a a a a a a a a a a a a a b c
1-hexanol Alc2 - - - - 0.689 0.761 - - - - - - - - - - 3407 9.052 - - - -
a a a a a a a a a a a a a a a a a a a a a a
(2)-3-hexenol Alc3 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
(E)-2-octen-1-ol Alc4 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
2-nonanol Alcs - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
2-phenylethanol Alc6 - - 0504 0.325 - - - - - - - - - - 1276 0.651 1767 0.961 - - - -
a a b b a a a a a a a a a a b ab b b a a a a
4-terpineol Alc7 0.112 0.040 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
c b a a a a a a a a a a a a a a a a a a a a
1-nonanol Alc8 - - - - - - 0.060 0.199 - - - - - - - - - - - - - -
a a a a a a b c a a a a a a a a a a a a a a
2-nonen-1-ol Alc9 - - - - - - - - - - 0.170 - - - - - - - - - - -
a a a a a a a a a a b a a a a a a a a a a a
2,6-nonadienol Alcl0 - - - - - - - - - - 0.235 - - - - - - - - - - -




Supporting Information_areas_1b. table continuation (2/12).

Resultados - Capitulo 2 |

Doux Long des

Bola Guindilla Ibarra  JalapenoM  Mojo Palmero  Numex Big Jim Piquillo Serrano BOL-58 ECU-994 BOL-144
Volatile compound Abb.! Landes
Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con.
Aldehydes
2-phenylacetaldehyde Aldl 0.736 0324 1696 2830 1486 1237 2724 1833 0666 0.779 0444 0162 0.397 0379 3540 1.871 0.834 0.725 0.527 0415 0.962 0.564
bed ab bcd cd bed bed bed bed bed bed bed a bed  bed d bcd  bcd  bed abc a bed bed
Alkanes
dodecane Alkal 0.017 1.148 - - - - - - - - - - 0173 0387 - - - - - - - -
a b a a a a a a a a a a bc c a a a a a a a a
2-methyldodecane Alka2 - - - - - - 0.616 0.340 0.607 0.592 - - - - 0382 0.224 - - - - - -
a a a a a a b ab o c a a a a c c a a a a a a
tridecane Alka3 0.061 0.065 0.131 0.127 0.161 0.185 0.317 0.366 0.393 0.227 - - 0.226 0.060 0.361 0.224 0.079 0.171 - - - -
bc ab ef cdef ef ef def f f f a a f  cdef f f bcde  bed a a a a
2,6,10-trimethyldodecane  Alka4 - - - - - - - - - - - - 0593 - - - 0.337 0.409 - - - -
a a a a a a a a a a a a b a a a b b a a a a
2-methyltridecane Alka5 1.648 4.247 5354 7.259 32.215 65.920 65.662 33.072 42.914 23470 14.929 7.179 1.087 0.092 63.132 47.015 - - 58.082 75.388 47.242 57.021
cd bc defg defg fg fg defg cd fg efg defg cde cdef b fg fg a a fg g fg fg
3-methyltridecane Alkab - - - - - - - - - - - - - - 0.399 0.213 - - 1183  1.801 - -
a a a a a a a a a a a a a a c b a a d e a a
tetradecane Alka7 1118 2940 1.214 1593 2630 3.390 5.671 3210 5514 4794 1855 2.096 1.241 1.241 13.407 11.126 1.002 0.945 43.496 50.199 5.280 6.231
abc abc abc abc abc ab abc a cd bed abc abc abc abc cd cd abc abc d d cd cd
2-methyltetradecane Alka8 2928 9969 4312 4.785 23.318 40.048 43.793 24.326 40.410 19.837 11.122 4572 0.655 0.079 56.337 40.491 0.733 0.500 185.880 269.706 50.390 61.002
bcde  bcd bcde  bcde de de cde abc de de bcde bed ab a de de a a e e de de
pentadecane Alka9 0729 2770 1.051 0.807 2713 5780 19.625 5917 8934 3.262 0.606 0.334 0.196 0.035 51.282 36.846 0.459 0.321 56.964 98.492 15514 17.163
cdefgh bcdefg bcdefg abcde cdefgh efgh  abcdef abcdef fgh  defgh  abed ab abc a gh gh abcd ab h h fgh fgh
2-methylpentadecane Alkal0 0972 2865 1.606 2.059 10.170 18.139 49.770 23.349 14.062 6.873 1.787 0.294 0.320 0.020 77.116 51.622 0.737 0.606 19.309 28.579 15.519 18.024
def  bcde def def def ef def bed ef def cdef abc ab a f f ab  bed f f ef ef
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Supporting Information_areas_1b. table continuation (3/12).

Doux Long des

Bola Guindilla lbarra Jalapeno M Mojo Palmero  Numex Big Jim Piquillo Serrano BOL-58 ECU-994 BOL-144
Volatile compound ~ Abb.! Landes
Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con.
3-methylpentadecane ~ Alkall 0.071 0.129 0.124 0076 0374 0.623 3.686 1567 1282 0513 0.369 0.116 0.088 0.017 4.252 3.141 - - 5311 9.993 1550 1.700
cdef  bed bed bed def ef cdef cde ef ef cdef bed bc ab f f a a f f ef ef
hexadecane Alkal2 2103 4.871 1.624 1401 3.629 6553 13.946 9.571 11528 7.468 1143 0.662 0.473 0.313 52.259 34.185 0.404 0.376 62.298 82.765 20.532 22.177
bedef bedef  bcede bcde  cdefg defgh  bcdef bedef  fghi efgh bed bc bc b ij hij a b ij j ghij ghij
2-methylhexadecane Alkal3 2.217 3392 1.878 3.061 4.012 6.747 13589 12.705 15.744 7.417 0.821 0.163 0.332 0.006 20.603 14.463 0.072 0.038 42.976 76.460 11.711 12.634
cdef bcde bcdef  cdef cdef def bed bc def def bed b b a def def a a ef f def def
heptadecane Alkal4 2.850 3.875 1.324 2456 3.001 5670 22714 11.993 12.147 5542 0588 0.286 0.345 0.020 48.384 34.560 0.158 0.137 12.807 27.403 8.239 8.252
cde cde cde cde cde de cd bc de de cde bc bc a e de ab ab de de de de
2-methylheptadecane ~ Alkal5 0.176 0.135 0.263 0374 0930 1.806 3519 3.703 0912 0.554 - - - - 4582 2908 - - - - 1220 0.861
cde b cde cde de de cd c de de a a a a e e a a a a de de
3-methylheptadecane  Alkal6 - - - - - - 0.230 0.044 - - - - - - 0.272 0.175 - - 0.275 0.659 - -
a a a a a a b a a a a a a a c c a a c c a a
octadecane Alkal7 0.160 0.176 0.115 0.094 0.137 0330 0462 0.879 0.314 0.296 - - - - 1.391 0.793 - - 0.746 1.288 0559 0.418
bed b bed bed b bc bed b cd bed a a a a d cd a a cd d cd cd
nonadecane Alkal8 0.306 0.269 0.157 0.229 0.303 0.694 - - 0.351 0.256 - - - - 2389 1341 - - 0.507 0.706 0341 0.213
cd b b bed b cd a a cd bed a a a a d d a a cd bc cd cd
2-methylnonadecane Alkal9 - - - - 0.266  0.500 - - - - - - - - 0.290 0.115 - - - - 0.074 0.009
a a a a o d a a a a a a a a d d a a a a c b
icosane Alka20 - - - - 0.030  0.055 - - - - 0.012  0.080 - - 0.259 0.075 - - - - - -
a a a a ab ab a a a a ab b a a d c a a a a a a
henicosane Alka2l - - - - - - - - - - - 0.279 - - 0.264 0.108 - - - - - -
a a a a a a a a a a a b a a d c a a a a a a
Alkenes
1-tetradecene Alkel - - 0.316  0.243 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
a a c b a a a a a a a a a a a a a a a a a a




Supporting Information_areas_1b. table continuation (4/12).

Resultados - Capitulo 2 |

Doux Long des

Bola Guindilla Ibarra  JalapenoM  Mojo Palmero  Numex Big Jim Piquillo Serrano BOL-58 ECU-994 BOL-144
Volatile compound Abb.! Landes
Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org.  Con.
3-tetradecene Alke2 0.226 0.263 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
b b a a a a a a a a a a a a a a a a a a a a
2-methyl-1-tetradecene Alke3 - - 3.093 2328 6.739 13.901 42430 4.848 24.771 9.526 10.870 3.997 0.842 0.047 39.355 29.992 - - 390.939 521.381 72.830 89.671
a a cd cd cd cde cd b cdef  cde cd c b b cdef  cdef a a ef f def def
(Z)-8-hexadecene Alked - - 0.503 1435 0.747 1756 6.459 1907 1118 0.251 2100 0.096 - - 2469 2046 - - 2,629 3.853 8706 7.931
a a abc ab def f def  bed ef cde def bed a a f f a a f f f f
2-methyl-Z-7-hexadecene  Alke5 - - - - 0.365 0.860 - - - - - - - - - - - - - - - -
a a a a b b a a a a a a a a a a a a a a a a
2-methyl-1-hexadecene Alke6 - - - - - - - - 3.972 1.772 - - - - - - - - - - - -
a a a a a a a a c b a a a a a a a a a a a a
Carboxylic acids
hexanoic acid Carl - - - - 0.759  0.334 - - - - - - 0344 0306 0.678 - 7.072 5299 - - 0.318 0.253
a a a a abc abc a a a a a a abc ab be a e de a a cd be
2-hexenoic acid Car2 - - - - - - - - - - - - - - - - 0.556 2.476 - - - -
a a a a a a a a a a a a a a a a b o a a a a
methyl benzoate Car3 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
octanoic acid Card - - - - 0.398 0.226 - - 1565 0.726 0.706 0.250 0.027 0.228 1.125 0.956 0.258 0.236 - - 0.123 0.041
a a a a cd bed a a bed abc cd abc ab  abc d cd cd  abc a a abc ab
nonanoic acid Car5 0564 0410 1694 5439 0887 0.669 - - 6.687 2196 1.704 1407 0.292 0407 4368 4.660 0.631 0440 1190 1.838 0.862 0.380
cd abcd abced bed bcd bed a a abcd  abcd d abc ab  abcd cd cd cd cd d cd cd cd
methyl 2-aminobenzoate Car6 - - - - - - - - - - - - - - - - 0.058 0.061 - - - -
a a a a a a a a a a a a a a a a a a a a a a
pentadecyl acetate Car7 1.740 0.576 - - 7.178 15.869 - - 4964 4268 1001 0.072 - - 2385 0963 - - 2250 2318 0.575 0.294
de ab a a cd e a a de de bc a a a de de a a de de de de
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Supporting Information_areas_1b. table continuation (5/12).

Bola Doux Long des
Abb.! Landes

Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con.

Guindilla lbarra  Jalapeno M Mojo Palmero Numex Big Jim  Piquillo Serrano BOL-58 ECU-994 BOL-144
Volatile compound

Esters
3-methylbutyl 3-methylbutanoate  Estl - - - - - - - - - - 8312 0.172 - - - - 0.697 1.249 13.120 26.302 7.020 10.593
a a a a a a a a a a c ab a a a a be ab d d d d
pentyl 2-methylbutanoate Est2 - - - - - - - - - - - - - - - - - - 12.417 21.609 4.186  4.646
a a a a a a a a a a a a a a a a a a c d b b
pentyl 3-methylbutanoate Est3 - - - - - - - - - - - - - - - - - - 51.912 84.187 3.337 4.545
a a a a a a a a a a a a a a a a a a c d b b
hexyl 2-methylpropanoate Est4 - - - - - - - - - - - - - - - - - - 10.741 15557 2.738 3.451
a a a a a a a a a a a a a a a a a a c b c c
hexyl butanoate Est5 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
hexyl 2-methylbutanoate Est6 - - - - 2157 5580 33.739 25472 0.317 0530 51.973 12125 - - 12.006 10.183 - - 314537 292.069 176.782 169.544
a a a a bcde  bcde cde cde bed b defg bc a a defg cdef a a h efgh gh fgh
pentyl 4-methylpentanoate Est7 0.068 0.039 - - - - 0.374 0.275 - - 2695 0.105 - - 0175 0.091 - - - - 2767  3.647
a a a a a a ab ab a a b a a a c ab a a a a c c
hexyl 3-methylbutanoate Est8 0.180 0.041 - - 0.276 0.588 0.384 0.279 - - 1732 0.321 - - - - 0.739 1.554 141.907 198.158 17.517 19.582
abc ab a a efg efgh cde bed a a fgh def a a a a cde abc i i hi ghi
heptyl 2-methylpropanoate Est9 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1.386  1.099
a a a a a a a a a a a a a a a a a a a a c b
(2)-3-hexenyl isovalerate Estl0 - - - - 0.259 0.466 2342 1.702 - - 24714 1.168 - - - - - - 38.034 57.693 13.129 7.666
a a a a abc abc abc bc a a c ab a a a a a a d d d d
hexyl 3-methylbut-2-enoate Estll - - - - - - - - - - - - - - - - - - 15.260 19.088 - -

a a a a a a a a a a a a a a a a a a b c a a




Supporting Information_areas_1b. table continuation (6/12).

Resultados - Capitulo 2 |

Doux Long des

Bola Guindilla lbarra  Jalapeno M Mojo Palmero  Numex Big Jim Piquillo Serrano BOL-58 ECU-994 BOL-144
Volatile compound Abb.! Landes
Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con.
hexyl pentanoate Estl2 - - - - - - 22.496 18.028 - - - - - - - - - - - - 84.720 48.048
a a a a a a b b a a a a a a a a a a a a c c
(E)-2-hexenyl valerate Estl3 - - - - - - - - - - - - - - - - - - 35.953 73.606 - -
a a a a a a a a a a a a a a a a a a b c a a
heptyl pentanoate Est14 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0.983 0.981
a a a a a a a a a a a a a a a a a a a a c b
hexyl hexanoate Estl5 3.526 7.142 - - 2181 5269 18569 18.209 0.282 0.697 60.140 13.717 - - 6.262 4702 1.134 1.289 463.702 491.208 33.577 36.927
bc ab a a cdefgh defgh  bcde bcd bedefg bedefg  efgh becdef a a efgh defgh ab ab h fgh gh fgh
(2)-3-hexenyl hexanoate Estl6 - - - - - - - - - - 6.920 0.157 - - - - - - 34.880 50.030 4.698 4.032
a a a a a a a a a a b a a a a a a a cd d cd c
3-methylbutyl nonanoate Estl7 - - - - - - 0.987 0.175 - - 8.689 0.634 - - - - - - - - - -
a a a a a a b ab a a b b a a a a a a a a a a
3-methylbutyl decanoate Estl8 - - - - 0.188 1.243 - - - - 15.003 1.202 - - 0282 0218 - - 0.560  0.999 - -
a a a a bc o a a a a c b a a b b a a b c a a
hexyl decanoate Est19 0.126 0.983 - - 1528 6964 2985 6.282 0215 0483 17.311 1.835 0.019 0.022 0.861 0.634 - - 7.679 13.700 3.171 2.883
abc  bcd a a fgh efgh cdefy cde defgh cdef h bed ab ab efgh efgh a a h h gh gh
Furans
2-pentylfuran Furl 1902 - - - 2137 4281 2136 - - - - - - - 1012 11519 0.994 0.421 - - - -
e a a a e de e a a a a a a a bc bed cde b a a a a
Ketones and methylketones
(E,E)-2,4-heptadienal Ketl - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
3-octanone Ket2 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
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Supporting Information_areas_1b. table continuation (7/12).

Doux Long des

Guindilla Ibarra  Jalapeno M Mojo Palmero  Numex Big Jim  Piquillo Serrano BOL-58 ECU-994 BOL-144
Volatile compound Abb.! Landes
Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con.
acetophenone Ket3 0.067 0.008 - - 0214 0.291 - - 0046 0.347 - - - - 0.090 0.057 - - - - - -
c ab a a c c a a c c a a a a c b a a a a a a
2-nonanone Ket4 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
4-oxoisophorone Ket5 0.323 0.286 0.080 0.105 - - 0.044 0.025 0.258 0.241 - - - - - - - - - - - -
o bc a a a a a a c b a a a a a a a a a a a a
jasmone Ket6 - - 0.027 0.348 - - 0.134 1.222 - - - - - - - - 0.367 0.182 - - - -
a a ab ab a a ab b a a a a a a a a ab ab a a a a
oxacyclotetradecan-2-one Ket7 - - - - - - 0.609 0.651 - - 1375 0127 - - 0.353 0.207 - - 6.707 13.720 1.004 0.815
a a a a a a bc ab a a c abc a a d c a a d d d d
Lactones
oxacyclohexadecan-2-one Lacl - - - - - - - - - - - - - - 0112 0.062 - - 0911 1.844 - -
a a a a a a a a a a a a a a b a a a c c a a
Lipoxygenase cleavage products
hexanal Lipl - - 0.666  0.551 - - - - - - - - - - - - 42027 39.346 - - - -
a a b o a a a a a a a a a a a a d d a a a a
(E)-2-hexenal Lip2 - - 2,606 5.873 1921 1065 2.637 0.236 - - - - - - - - 30755 32.806 - - 14.331 8.547
a a de ef cd bc cd ab a a a a a a a a f f a a ef ef
2-octenal Lip3 - - - - - - - - 0.581 - 1.575 - - - - - - - - - - -
a a a a a a a a b a b a a a a a a a a a a a
nonanal Lip4 - - 0497 0574 0329 0.221 - - 0.168 0.205 - - - - 0.228 0.131 0.077 0.041 - - - -
a a de de e de a a de bed a a a a cde abc abc ab a a a a
(E)-2-nonenal Lip5 - - - - - - - - - - 6.648 - - - - - - - - - - -
a a a a a a a a a a b a a a a a a a a a a a
2,6-nonadienal Lip6 - - 0.184 0361 0.227 0.169 - - 0586 0.163 4.131 0.118 - - - - - - - - - -
a a b bc bc b a a c b c b a a a a a a a a a a




Resultados - Capitulo 2 |

Supporting Information_areas_1b. table continuation (8/12).

Bola Doux Long des
Abb.L Landes

Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con.

Guindilla lbarra Jalapeno M Mojo Palmero  Numex Big Jim Piquillo Serrano BOL-58 ECU-994 BOL-144
Volatile compound

(E,E)-2,4-nonadienal Lip7 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

decanal Lip8 - - 0.112  0.247 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
a a b o a a a a a a a a a a a a a a a a a a
2,4-decadienal Lip9 - - - - - - - - 0.101 - - - - - - - - - - - - -
a a a a a a a a b a a a a a a a a a a a a a
tetradecanal Lip10 - - - - 0.064  0.403 - - - - - - - - - - - - - - - -
a a a a b c a a a a a a a a a a a a a a a a
pentadecanal Lipl1l - - - - - - - - 1254 1.215 - - - - 3.824 3.736 0.026 0.019 - - - -
a a a a a a a a o be a a a a b b a a a a a a
hexadecanal Lipl2 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
octadecanal Lipl13 - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0.645 1.701 - -
a a a a a a a a a a a a a a a a a a b c a a
Monoterpenes
tricyclene Mnesl 0.351 0.651 0.035 0.099 0.204 0.197 - - - - - - - - 0500 0.137 - - - - - -
bc bc ab bc bc bc a a a a a a a a c bc a a a a a a
camphene Mnes2 0.138 0.161 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
b ab a a a a a a a a a a a a a a a a a a a a
ocimene Mnes3 1961 3.681 13.223 30.846 5.129 13.860 12.118 2.021 3.256 3.475 314.369 88.996 3.035 3.982 2.269 0.751 1.733 3.257 6.019 13.435 26.496 27.038
bc bc a bc bc bc bc b bc a c bc bc bc bc a bc bc bc be be bc
(2)-B-ocimene Mnes4 - - 0.695 1.714 0.097 0.306 - - - - 5.622  0.529 - - - - - - - - 2453 1.858
a a ab cd ab bc a a a a d d a a a a a a a a d d
(E,Z)-alloocimene Mnes5 - - 0.760 1.934 0.138 0.445 - - - - 9.473  0.996 - - - - - - - - 0.577 1.786
a a b cd bc bc a a a a e de a a a a a a a a de de
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Doux Long des

Bola Guindilla Ibarra  JalapenoM  Mojo Palmero  Numex Big Jim Piquillo Serrano BOL-58 ECU-994 BOL-144
Volatile compound Abb.! Landes
Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con.
limonene Mnes6  0.888 0.882 0.673 1.059 1337 1787 0.703 1141 0.757 1203 0950 1.788 0.589 0.560 0.521 0.437 1.860 1.085 - - 1.094 0.871
bc bc bc bc bc bc b bc bc bc bc c bc bc bc bc bc bc a a bc bc
terpinolene Mnes7 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
methyl geranate Mnes8 - - - - - - - - - - - - - - - - 0.328 0565 - - 0.343 0.527
a a a a a a a a a a a a a a a a b b a a b b
Monoterpenoids
eucalyptol Mnoidl 2245 1269 1.851 1.440 - - - - - - - - 0.503 0.011 0.806 0.491 - - - - - -
d bc d cd a a a a a a a a bed a bed b a a a a a a
linalool Mnoid2 2.124 1332 0.672 1529 0.375 0474 - - 0.265 0.301 - - 0.459 - 1.602 0.335 - - - - - -
d d bed bed ab ab a a bc bc a a ab a cd bed a a a a a a
verbenone Mnoid3 - - - - - - - - - - 6.336 5.625 - - - - - - - - - -
a a a a a a a a a a b b a a a a a a a a a a
terpineol Mnoid4 0.185 0.073 0.016 0.060 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
c bc a b a a a a a a a a a a a a a a a a a a
Nitrogen and sulfur compounds
2-isobutyl-3-methoxypyrazine Nitl 7.353 3.666 0.652 2263 2.036 3.064 15403 17.487 3.994 3589 2623 3.008 0.878 1.308 12.924 10.118 2.956 2.660 - - 0723 0.578
def  cdef b cde cdef cde f f def  cdef  cdef cdef cd cde f ef  cdef cdef a a cde c
2-sec-Butyl-3-methoxypyrazine Nit2 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Norcatenoids
B-cyclocitral Norl 0.157 0.026 0.207 0.150 0.108 0.087 0.125 0.077 0.143 0.060 - - 0.092 0.070 0.152 0.058 0.042 0.053 1.171 1.438 0.344 0.422
cdefgh abc gh fgh bcdef  bcdef efgh  efgh fgh bcde a a defgh efgh fgh bcdefy ab abcd h gh gh gh
geranylacetone Nor2 - - - - - - - - - - - - - - - - 0.206 0.164 - - - -
a a a a a a a a a a a a a a a a b b a a a a
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Doux Long des

Bola Guindilla Ibarra  Jalapeno M Mojo Palmero  Numex Big Jim Piquillo Serrano BOL-58 ECU-994 BOL-144
Volatile compound  Abb. Landes
Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con.
a-ionone Nor3 - - - - - - - - - - 4213 0.090 - - - - - - 4447 8078 1511 1490
a a a a a a a a a a b a a a a a a a c c c c
f-ionone Nor4 - - - - - - - - 0.078 0.046 17.913 0.576 - - - - - - 70.252 79.817 - -
a a a a a a a a bc ab o ab a a a a a a d d a a
Phenol derivatives
guaiacol Phel - - - - - - - - 0.516 0.070 - - 0.434 0.180 0.598 0.366 1.590 3.145 - - - -
a a a a a a a a cd ab a a cd be cd cd c d a a a a
methyl salicylate Phe2 6336 2897 0565 1970 3375 4.019 9.951 31.755 8589 2.809 13377 3.882 7.018 0.831 25.656 44.989 9.233 16.550 33.721 92.658 5.529 6.644
bcde  bcde a ab bcde abc  defgh fghi bed abc cde bcd defy ab fghi hi  defgh efghi ghi i cde cdef
Sesquiterpenes
(+)-cyclosativene Snesl 3.398 3.136 0960 1.833 1400 1.784 0985 1578 1530 2366 1.070 1.659 1906 1.351 - - - - - - 2.582  2.750
d d bed bed bed bed bc b bed cd cd cd becd  cd a a a a a a cd cd
longicyclene Snes2 1135 1239 0.711 1616 4977 6.808 4.304 4.461 - - 4120 4.864 - - - - - - - - - -
bed b b bc cd d b bed a a bed bed a a a a a a a a a a
ylangene Snes3 - - - - - - - - - - - - 0.084 0.071 4.930 4.616 - - 3.516 5437 1598 1.781
a a a a a a a a a a a a b c d d a a d d d d
copaene Snes4 15712 14587 9.722 16.416 11.854 15901 18.032 18.343 9.063 15714 9.407 11.021 7542 7402 - - 4391 2140 76.052 99.286 13.206 11.802
c o c o c o o o c o o c c c a a b b d d c c
B-cubebene Snes5 0.366 0.314 0.318 0521 0261 0371 0341 0478 0.199 0.366 0227 0233 0211 0.089 - - - - 20.228 25.890 0592 0.376
bc bed bed bed cde bcde cde de b de bed bed bed  bed a a a a e e de bed
a-cubebene Snes6 - - - - - - - - - - - - - - - - - - 150.502 220.414 - -
a a a a a a a a a a a a a a a a a a b c a a
longifolene-(\V4) Snes7 1554 3.710 - - 3.698 11.933 39.474 25.992 0.606 0.423 24555 20.643 - - 3301 2023 - - 141.670 236.982 77.753 103.609
cd b a a def defg cd bc cd cd defg cd a a def cde a a fg g efg efg
B-elemene Snes8 - - 1250 3387 4938 2208 7.327 3.679 0.683 3217 2158 2166 1.638 1981 1.308 0.334 0.735 0.976 - - 6.010 5.112
a a bc bc bc bc bc o bc o o bc c be be b be bc a a c c
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Doux Long des

Bola Guindilla lbarra Jalapeno M  Mojo Palmero  Numex Big Jim Piquillo Serrano BOL-58 ECU-994 BOL-144
Volatile compound ~ Abb.! Landes
Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con.
longifolene Snes9 - - - - 0.647 0.959 0.779 0.601 - - - 0.569 - - - - - - - - - -
a a a a c c b b a a a b a a a a a a a a a a
a-cedrene Snes10 - - - - 0.889  0.332 - - - - - - - - - - - - - - 6.539 5.856
a a a a o b a a a a a a a a a a a a a a d d
thujopsene Snes11 - - - - 0.381 0.147 - - - - - - - - - - - - - - 5.385 5.315
a a a a o b a a a a a a a a a a a a a a d d
a-gurjunene Snes12 - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1699 2138 - -
a a a a a a a a a a a a a a a a a a b c a a
(E)-a-bergamotene Snesl3 0.425 0.842 0.181 0.785 - - 2.118 3.022 0.166 0.982 - - - - 1597 1.775 - - - - - -
de cd b c a a de e cde de a a a a de de a a a a a a
y-muurolene Snesl4 0.458 0.184 0593  0.438 - - - - - - - - 0.264 0.179 - - - - - - - -
bc b d cd a a a a a a a a d d a a a a a a a a
y-cadinene Snes15 - - - - - - - - - - - - - - - - - - 25109 14.973 - -
a a a a a a a a a a a a a a a a a a b b a a
f-cadinene Snes16 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
(2)-p-farnesene Snesl7 0.132 0.185 - - 0.131 0.270 1.251 2.199 - - - - - - 1.043 0.875 - - - - 4.648 5.990
bc b a a def defg cde  bcd a a a a a a efg efg a a a a g fg
a-muurolene Snes18 - - - - - - - - - - - - - - - - - - 17.552 24.620 - -
a a a a a a a a a a a a a a a a a a b c a a
d-cadinene Snes19 0.029 0.055 0.077 0.046 0.037 0.096 2.910 1.899 - - - - - - - - 0959 0345 49.936 71.718 4.052 6.399
ab bc bc bc a a cd cd a a a a a a a a ab bc e e de de
caryophyllene Snes20 - - - - - - 0.737 0.268 - - - - - - - - 0498 0299 50.010 63.279 1.006 1.151
a a a a a a b b a a a a a a a a a b d d c c
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Doux Long des

Bola Guindilla Ibarra  Jalapeno M Mojo Palmero  Numex Big Jim Piquillo Serrano BOL-58 ECU-994 BOL-144
Volatile compound Abb.! Landes
Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con. Org. Con.
a-himachalene Snes21 1.134 3.026 0.628 1.084 3.758 9.687 17.887 18534 0.684 0.272 16.753 16.774 0.181 0.048 3919 2.704 - - 26.686 46.017 10.280 14.338
efgh defg efgh efgh fgh gh fgh def cde bed fgh fgh abc ab fgh fgh a a h h gh h
germacrene D Snes22 - - - - - - - - - - - - - - - - 1.091 0557 118.142 151.188 - -
a a a a a a a a a a a a a a a a b b c c a a
B-himachalene Snes23 0.321 1593 0.097 0.164 1213 4.827 9987 12.693 0.174 0.049 11.872 9.327 - - 2553 1.635 - - - - 3.068 3.364
bcd abc  abc abc de e bed bed ab ab e cde a a e de a a a a de e
Sesquiterpenoids
a-longipinene Snoidl 1.184 1.828 0.725 1203 6.088 9506 11.023 9.851 0413 0.366 8948 11.183 - - 1.466 1.376 - - - - 4281 5.710
d ab cd cd d d cd bc be cd d d a a d d a a a a d d
dihydro-B-ionone  Snoid2 - - - - - - - - - - 1.219 0.499 - - - - - - 5.635 7.544 - -
a a a a a a a a a a c b a a a a a a d d a a
globulol Snoid3 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1317 1528
a a a a a a a a a a a a a a a a a a a a b b
nerolidol Snoid4 0.045 0.237 - - - - - - - - - - - - - - - - 3.717 3.809 - -
ab b a a a a a a a a a a a a a a a a d c a a
dendrolasin Snoid5 0994 1790 0.226 0.277 0.690 0.146 4636 0521 0862 1249 2474 0.718 - - 2.336 1.864 - - 26.406 31.149 - -
cd cd b c o b c b cd cd cd cd a a cd c a a d d a a
bisabolol Snoidé - - - - - - - - - - 0.173 0.118 - - - - - - - - - -
a a a a a a a a a a b b a a a a a a a a a a
Total 73.553 94.330 65.967 115.813 168.379 307.805 542.800 368.984 234.640 141.062 719.531 238.989 32.486 21.720 545.243 427.185 121.002 131.459 2868.803 3814.586 833.643 871.324
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Resumen

Las practicas agricolas modifican la composicién biol6gica, bioquimica y la
fertilidad de los suelos, influyendo en la productividad de los cultivos. La medida de la
actividad enzimatica es una manera indirecta de determinar la fertilidad del suelo. El
objetivo de este estudio ha sido determinar la influencia del sistema de cultivo y el

factor genético en la actividad enzimética en cultivo de pimiento.

Se midio la actividad fosfatasa alcalina (espectrofotometria) y la actividad catalasa
(colorimetria) en un cultivo de 24 variedades locales de pimiento y aji Capsicum sp.
bajo précticas de cultivo ecoldgico y convencional durante la privamera-verano de 2015
y 2016 (Sagunto, Valencia). Se realizaron cuatro tipos muestreo: al inicio, mitad y final

de cultivo y en rizosfera.

El sistema de cultivo contribuy6 en mayor medida a la variacion observada, siendo
significativo y mayor para ambas actividades enzimaticas en fase intermedia y cultivo
convencional. Se observaron diferencias entre genotipos predominando en fosfatasa
alcalina para el caso del cultivo ecoldgico Chile de arbol, Arnoia y ECU-994 para
mitad, final de cultivo y rizosfera, respectivamente. Para catalasa en el caso de este
mismo sistema destacaron las variedades Chile de arbol en fase intermedia y Ancho a
final de cultivo entre plantas y en rizosfera. La actividad enzimatica resultd superior a
mitad del ciclo de cultivo con un descenso mas pronunciado al final de cultivo para la
fosfatasa alcalina y mas ligero para la catalasa. Finalmente, la interaccién
genotipoxsistema permitiria seleccionar variedades con mejor comportamiento al

sistema de cultivo ecoldgico.
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Introduccion

La fertilidad del suelo es la cualidad de éste para sustentar la vida vegetal y depende
de diversos factores quimicos, fisicos y bioldgicos interdependientes [1], como la
disponibilidad de nutrientes para las plantas, la capacidad de retencion de agua, Y la
estructura del suelo influyente en el desarrollo de las raices. Las practicas agricolas
modifican estas caracteristicas y como consecuencia, tienen una repercusion en la
fertilidad del terreno. La agricultura ecoldgica persigue aumentar la fertilidad de los
suelos como uno de los objetivos principales. A diferencia de la agricultura
convencional, basada en la aplicacion de fertilizantes solubles en cada nuevo cultivo, el
manejo ecoldgico aborda este objetivo a traves de una construccion de suelos fértiles y
mantenimiento a largo plazo. Por ello es necesario la busqueda de alternativas que no
solo repongan los nutrientes utilizados por las plantas del cultivo, sino que también
tengan en cuenta la mejora de las caracteristicas fisicas y biologicas influyentes en la
fertilidad. Una préactica comdn en cultivos ecologicos es la incorporacién de materia
organica mediante la aplicacion de residuos de la produccion, ya sean de origen animal
ylo vegetal, permitiendo a su vez su reciclaje y por tanto, la disminucién de residuos

efectivos [2].

La medida de la fertilidad implica, por tanto, analizar multiples pardmetros de
calidad y salud del suelo para integrarlos y hacer un analisis mas amplio de la situacién
general. Dada la dificultad de dichos procedimientos, otra posibilidad seria la seleccién
de factores especificos y su evaluacion a lo largo del tiempo [3]. En agricultura, la
actividad de las enzimas involucradas en los ciclos de los nutrientes del suelo ha sido
uno de los indicadores empleados para ello junto con otros indicadores bioldgicos [4].
La liberacion enzimética por secrecion o lisis celular es un proceso constante por parte
de los organismos vivos como las raices de las plantas, siendo una pequefia parte la que
queda estable después de procesos de desnaturalizacion, inactivacion o degradacion [3].
Un ejemplo es el grupo de enzimas fosfatasas alcalinas, dentro del amplio grupo de las
fosfatasas, que catalizan la hidrélisis de compuestos organicos fosforados a formas
inorganicas utilizables por las plantas [5]. Estas enzimas se originan mayoritariamente
en las raices de las plantas, hongos y microorganismos del suelo y pueden ser un buen
indicador de la mineralizacion potencial del fésforo organico y la actividad bioldgica
del suelo. Dicha actividad enzimatica tiene relacion con las condiciones del suelo y la

vegetacion, viéndose influenciada por cambios en el manejo del cultivo y fluctuaciones
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estacionales de temperatura y humedad [6]. Las catalasas son otro ejemplo de enzimas
importantes ya que degradan el H2O. generado por procesos metabdlicos de los
organismos vivos. Estan relacionadas con el mantenimiento del balance redox durante
condiciones de estrés oxidativo y el estrés ambiental tiene influencia en la intensidad de
su actividad [7].

Objetivo

El objetivo del presente estudio ha sido la evaluacion de la influencia del sistema de
cultivo (ecoldgico y convencional) y del factor genético, asi como sus interacciones, en
la actividad enzimatica fosfatasa alcalina y catalasa del suelo como medida indirecta de
la fertilidad. Como factor genético se escogid el cultivo del pimiento (Capsicum sp.)
dada la amplia diversidad de variedades locales disponibles y su importancia tanto en

nuestro pais como a nivel mundial [8].

Material y métodos

Material vegetal

Se evalud una coleccion de 24 variedades locales de pimiento y aji Capsicum sp.
incluyendo C. annuum (19), C. chinense (2), C. baccatum (2) y C. frutescens (1) (Tabla
1).
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Tabla 1. Material vegetal utilizado y procedencia.

Variedad

Capsicum annuum
Ancho

Arnoia

Bierzo

Bola

Chile de arbol
Cuneo

Di Senise

Doux Long des Landes
Espelette

Gernika

Guindilla Ibarra
Mojo Palmero
Najerano

Numex 6-4

Numex Conquistador
Padrén

Pasilla

Petit Marsellais
Piquillo

Capsicum baccatum
BOL-37R

BOL-58

Capsicum chinense
Aji Dulce

ECU-994

Capsicum frutescens
BOL-144

Origen

Puebla (Méjico)

PGI Pemento da Arnoia. Ourense, Galicia

Cons. Reg. PGI Pimiento Asado Bierzo. Carracedelo, Le6n
Cons. Reg. PDO Pimentén Murcia. Totana, Murcia

Reimer’s Seeds Co. (Méjico)

S. Lanteri. Torino, Piedmont (Italia)

S. Lanteri. PGI Peperone di Senise. Senise, Potenza (ltalia)
Francoise Jourdan. INRA Geves (Francia)

Francoise Jourdan. Type PGI Piment d"Espellette. INRA Geves (Francia)
I. Ruiz de Galarreta. PGl Gernikako Piperra. NEIKER, Euskadi
I. Ruiz de Galarreta. EUSKO-Quality Label. NEIKER, Euskadi
Reserva Mundial de la Biosfera. La Palma, Islas Canarias
Cons. Reg. PGI Pimiento Riojano. Logrofio, La Rioja

P.W. Bosland. NMSU, Las Cruces, Nuevo Méjico (EE. UU.)
P.W. Bosland. NMSU, Las Cruces, Nuevo Méjico (EE. UU.)
Cons. Reg. PDO Pemento Herbén. Corufia/Pontevedra, Galicia
Reimer’s Seeds Co. (Méjico)

Frangoise Jourdan. INRA Geves (Francia)

Cons. Reg. PDO Pimiento Piquillo de Lodosa. Lodosa, Navarra

Sillane. Chuquisaca (Bolivia)
Cochabamba. Cochabamba (Bolivia)

Caracas (Venezuela)
Archidona, Napo (Ecuador)

Yapacani. Santa Cruz (Bolivia)

Cultivo

Los ensayos se realizaron al aire libre durante la estacion de primavera-verano de
2015 y 2016, bajo manejo de cultivo ecoldgico y convencional en colaboracion con la
Uni6 de Llauradors y Ramaders (LA UNIO). Las parcelas estaban situadas en Sagunto
(Valencia), la ecolégica en el area protegida de “Marxal dels Moros” (UTM,
X:734494.88; Y: 4390434.86) y la parcela convencional se ubicd cerca de la zona
(UTM, X: 732911.94; Y:391747.42) para mantener unas condiciones medioambientales
similares. Ambas parcelas tuvieron un marco de plantacion de 0.5x1 m y se realizaron
riegos por inundacién (3 veces por mes en primavera y 4 en verano). El terreno
ecologico contaba con un historial de rotaciones cada cuatro afios y antes del ensayo se
aplicé un tratamiento con estiércol de oveja (4 kg/m?). Se realizo control manual de
malas hierbas mensualmente y no fueron necesarios tratamientos contra plagas ya que el
balance ecoldgico de la fauna estaba en equilibrio. El cultivo convencional tuvo una
fertilizacion basada en una mezcla de nitrdgeno, fosforo y potasio (15-15-15, 50 g/m?,
aplicado antes del cultivo), quelato de hierro (3 kg/ha, después del cultivo) y nitrato

calcico (1 aplicacion de 20 g/L y 2 de 10 g/L, después del cultivo). Como pesticidas se
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utilizaron abamectina (1.8%, EC) y clorpirifos (48%, EC) junto con el fungicida
oxicloruro de cobre (58.8%, WP). Se realizaron tres aplicaciones de una mezcla de
abamectina (30 mL) con oxicloruro de cobre (100 mL) en 20 L de agua y seis
tratamientos de una mezcla de clorpirifos (50 mL) con oxicloruro de cobre (100 mL) en

20 L de agua. El control de malas hierbas fue manual con una frecuencia mensual.

Disefo experimental y muestreo

Se aplic6 un modelo de distribucion al azar con un reparto aleatorio de cada variedad
en ocho plantas distribuidas en dos bloques de cuatro plantas por parcela. Hubo cuatro
tipos de muestreos por sistema de cultivo: al inicio, mitad y final de cultivo y de
rizosfera, tomando las muestras a 20-30 cm de profundidad y retirando la capa
superficial de 5 cm. Al “inicio de cultivo”, antes del trasplante, se tomaron ocho
muestras repartidas aleatoriamente por la parcela. En el momento de cosecha de
madurez comercial en fruto verde, se realizo el muestreo denominado “mitad de
cultivo”, recogiendo por cada variedad cuatro muestras de suelo entre plantas de la
misma variedad. A final de cosecha tuvo lugar el muestreo de “final de cultivo”, en los
mismos puntos de recogida del muestreo de mitad de cultivo. EI muestreo de la
“rizosfera” se hizo recogiendo cuatro muestras de suelo en contacto directo con las
raices. Este disefio se aplicé a cada parcela y en cada afio de ensayo. Las muestras se

conservaron a 4-5 °C hasta su analisis.

Andlisis de la actividad fosfatasa alcalina

La actividad fosfatasa alcalina se analizd segn el método propuesto por Tabatabai y
Bermner con modificaciones [9], que consiste en la determinacién espectrofotométrica
del p-nitrofenol liberado durante la incubacion de suelo con una disolucion tamponada
de p-nitrofenilfosfato. Se mezclaron 0.5 g de muestra de suelo himedo con 0.2 mL de
tolueno, 4 mL de MUB (pH=11) y 1 mL de p-nitrofenilfosfato (pH=11) y se incubaron
durante una hora a 37°C. A continuacion, se detuvo la reaccion con 1mL de CaCl, (0.5
M) y 4 mL de NaOH (0.5 M). Finalmente, se filtré la muestra y midio la absorbancia en
el espectrofotometro (A=400 nm). Se determiné la cantidad de p-nitrofenol por

comparacion con una curva patrén y se calculé la actividad enzimatica segun la
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formula: AE = C x V x Pm? x G x T, donde AE = actividad fosfomonoesterasa
(umol gt h'); C = cantidad de p-nitrofenol (ug); V = factor de dilucion (en caso de
diluir las muestras); Pm = peso molecular del p-nitrofenol (139); G = factor relativo a la

cantidad de suelo seco; T = factor relativo al tiempo de incubacion.

Andlisis de la actividad catalasa

Para la actividad catalasa se siguid el método de Johnson y Temple [10], basado en el
consumo de H20> para liberar H2O y O por accion de la enzima catalasa. Para ello se
mide el H20- residual mediante una valoracion con permanganato con formacion de
oxigeno segun la formula: 5 H,02 + 2 MnO4” + 6 H* — 5 02 + 2 Mn?* + 8 H20. Se
agitaron 0,5 g de muestra de suelo hiumedo con 40 mL de agua destilada durante 30
minutos (Tr, 200-225 rpm), luego se afiadieron 5 mL de H20; (1:100) y se continud
agitando durante 10 minutos. Se detuvo la reaccion con la adicion de 5 mL de H2SO4
(1.5 M) y se filtro. Finalmente, se tom6 una alicuota de 25 mL del extracto filtrado y se
valor6 mediante reaccion colorimétrica con KMnO4 (0.005 M). Se prepararon blancos
sin suelo con 40 mL de agua destilada, 5 mL de H20- (1:100) y 5 mL de H2SO4 (1.5 M),
obteniendo una disolucion de H>O> 8.8 mM. La actividad catalasa se calculé mediante
la expresion: AE = (BG -S) x N x 0.5 xV x T x G?!, donde AE = Actividad catalasa
(mmoles g* h!); BG = cantidad de KMnOQ4 gastado en la valoracién del blanco (mL); S
= cantidad de KMnOQO4 gastado en la valoracion de las muestras (mL); N = normalidad
exacta del KMnOgs; 0.5 = valor constante que procede del calculo para conocer los mg
de H202 que reaccionan con el KMnOs y del célculo para obtener la cantidad de HO>
en mmoles; V = factor de dilucion; T = factor de tiempo; G = factor relativo a la

cantidad de suelo.

Analisis estadistico

Los datos se analizaron mediante el software Statgraphics Centurion XVII (StatPoint
Technologies, Inc; Warrenton, Virginia, EE. UU.). Para cada variable actividad
enzimatica se realiz6 un andlisis de la varianza (ANOVA, con transformacion log
(x+1)), estudiando los efectos de la variedad, sistema de cultivo y sus interacciones. Se
realizaron pruebas de contrastes multiples segin Duncan, con un nivel de confianza del
95%.
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Resultados y discusion

Efecto de la variedad, sistema de cultivo y su interaccion

El analisis de la varianza (ANOVA) revel6 al factor sistema de cultivo (S)
generalmente como el de mayor contribucion en la variacion observada, siendo
significativo para el muestreo entre plantas a mitad de cultivo para ambas actividades
enzimaticas y no significativo en el resto de los casos (Tabla 2). El factor variedad (V)
ocupd en general segundo lugar en la contribucion de la variacion, siendo Unicamente
significativo para la actividad fosfatasa alcalina a mitad de cultivo. Por otro lado, V
resulto el factor predominante para la actividad enzimética catalasa a final de cultivo,
aunque no significativo. Finalmente, las interacciones VxS en general contribuyeron en
menor medida a la variacion de la actividad enzimatica, excepto para la catalasa-final,

donde contribuye en segundo lugar a la variacion observada, después del factor V.

Tabla 2. ANOVA para el valor medio de la actividad de la fosfatasa alcalina y catalasa
en los muestreos entre plantas a mitad y final de cultivo y en rizosfera.

Mitad Final Rizosfera
Factor g.lt C.M.? g.l. C.M. g.l. C.M.
Fosfatasa alcalina
Factores principales
Variedad (V) 23 0.0922* 23 0.4609Ns 23 0.4707Ns
Sistema (S) 1 0.5712** 1 1.1579Ns 1 0.8869 NS
Interacciones
VxS 23 0.0758Ns 23 0.1751Ns 23 0.2794 NS
Error 335 0.0554 340 0.4143 400 0.4891
Catalasa
Factores principales
Variedad (V) 23 0.0061Ns 23 0.0034 NS 23 0.0020 NS
Sistema (S) 1 0.0679*** 1 0.0009 NS 1 0.0026 NS
Interacciones
VxS 23 0.0033Ns 23 0.0021 NS 23 0.0008 NS
Error 335 0.0056 342 0.0034 397 0.0014

Lgrados de libertad; 2 cuadrado medio;
NS = ** *** indican no significativo para una probabilidad p>0.05 y significativo para p<0.05, p<0.01 y
p<0.001 segun el estadistico F.
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Actividad fosfatasa alcalina

Como reflejé el ANOVA para la fosfatasa alcalina, la diferencia entre las medias del
sistema de cultivo en fase intermedia fue ligeramente superior en el cultivo
convencional (297 vs 321 pmol g h), mientras que para la fase final de cultivo y la
actividad en rizosfera las medias de los sistemas fueron similares (Tabla 3). Los rangos
de variacion segun variedad fueron amplios. La actividad fosfatasa en tiempo
intermedio estuvo comprendida entre 247 y 389 umol para Petit Marsellais-ecologico y
Mojo Palmero-convencional, respectivamente; en fase final varid entre 62 y 218 pmol
para Cuneo-ecologico y BOL-58-convencional; y de manera similar en rizosfera entre
62 y 210 umol para Ancho-convencional y BOL-58-ecoldgico. De esta manera, se pudo
resaltar variedades con mayor contenido en actividad enzimatica para cada condicion de
muestreo. Los genotipos con mayor actividad en fase intermedia fueron Chile de arbol y
Ancho en cultivo ecoldgico y Mojo Palmero y Numex 6-4 en cultivo convencional; en
fase final Espelette, BOL-58 y Chile de arbol en cultivo convencional y Arnoia en
cultivo ecoldgico; en rizosfera BOL-58 y ECU-994 en cultivo ecoldgico y BOL-37R y
Bierzo en cultivo convencional (Tabla 3).

Las medias de la actividad fosfatasa al inicio del cultivo fueron de 232 umol g h't
para el sistema de cultivo ecologico y 237 pumol g h*! para el cultivo convencional
(diferencias no significativas) (Fig.1). Estos valores fueron superados durante el tiempo
de cultivo en fase intermedia para todos los genotipos, con valores medios para sistema
alrededor de 310 pumol y aumentando la diferencia entre sistemas de cultivo. Sin
embargo, el contenido en activad enzimatica se redujo al final del ciclo del cultivo en
ambos sistemas tanto en suelo entre plantas como en suelo de rizosfera, con valores
inferiores a los del inicio de cultivo. La media para la actividad en la rizosfera para el
cultivo ecoldgico fue mayor comparada con el muestreo a final de ciclo entre plantas.
Sin embargo, el sistema convencional registrd el caso opuesto. A final de ciclo, la
variacion genotipica para la actividad fosfatasa en interaccidn con el sistema se pudo
apreciar, con genotipos con valores de actividad enzimatica superior en rizosfera vs
final entre plantas, como, por ejemplo, BOL-58 y ECU-994 y Espelette en ecoldgico y
Arnoia, BOL-37R y Pasilla en convencional, con tendencia opuesta en el otro sistema
de cultivo (Fig. 1).
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Tabla 3. Valor medio de la actividad de la fosfatasa alcalina (umol g h) por variedad
en cada condicidn de muestreo en cultivo ecoldgico (Eco.) y convencional (Conv.).

Mitad Final Rizosfera
Variedad Eco.! Conv. Eco. Conv. Eco. Conv.
Capsicum annuum
Ancho 370.40pcd  302.94apca 71.35ac 63.90a0 85.67abc 61.54,
Arnoia 256.79%ncd  290.35acd  207.64ancd  183.54ancd  180.86apca  192.77ancd
Bierzo 306.93abcd  340.08ancd 174.28ancd  198.68ancd 177.45apcd  219.16ancd
Bola 296.70a0cd  347.26abca  146.89%apcd  200.16a0ca 186.20abca 183.99abco
Chile de arbol 372.22¢  323.84abcd 79.45acd  207.57abcd 98.24abed 189.77apcd
Cuneo 352.70apcd  261.94ancd 61.47, 101.62abcd  92.24abcd 73.57a
Di Senise 264.4230¢d  302.65acd  178.33ancd  208.44ancd 176.52apcd 195.46ancd
Doux Long des Landes 266.49pca  282.53acd 180.23ancd  185.92apca 155.32abcd 152.10ancd
Espelette 263.06a0cd  292.87acd 148.90aca  212.304 172.68acd  194.4440¢q
Gernika 304.93a0cd  291.37apcd 201.71aned  199.98ancd 153.68apcd 196.7Lancd
Guindilla Ibarra 261.63ac 290.80abca  153.69a0cd  189.54abcd 170.3lancd  194.97abcd
Mojo Palmero 275.48aca  388.93cd  161.80acd  161.52apca  175.46a0ca  157.78ancd
Najerano 270.22acd  366.00apcs 154.37apcd 171.36apcd 172.78apca 135.01apcd
Numex 6-4 251.38s0 373.04apcd  166.74apcd  195.60apcd  157.81labcd  204.64abcd
Numex Conquistador 299.97apcd  341.76ancd  178.23avcd  188.35ancd  158.05apcd  171.12apcd
Padron 273.243cd  331.78acd 186.19pcd  170.7lapcd 187.33apcd 138.68apcd
Pasilla 316.55a0cd  308.27apcd 184.62a0cd  177.55aca  157.07apca  192.08apcd
Petit Marsellais 246.62,  312.52apcda  138.00apcd  198.21apcd  119.77apcd  173.35ancd
Piquillo 330.17abcd  309.56ancd  190.72a0cd  179.59%ncd  195.12pca  143.62ancd
Otros Capsicum
BOL-37R 295.154cd  316.45aca  178.95acd  197.79%cd 155.95aca  233.74apcd
BOL-58 297.36abca  317.40apcd 170.72apca 217.99cq 209.63¢  198.90ancd
Aji Dulce 274.93acd  301.84ancd 189.98ancd  149.50ancd 170.35apcd  135.38ancd
ECU-994 328.23acd  350.55a0ca  178.84apca  187.58uancd 207.27c¢  155.114p¢q
BOL-144 359.84apcd  348.92u0cd 76.94%0ca  157.74apcd 91.58aca  137.36abcd
Media sistema 297.31a 320.578 156.67a 179.38a 158.64a 167.97a
Error estandar 5.53 5.20 7.92 7.47 8.39 7.94

Lab ¢ d A B letras diferentes entre parejas de columnas Eco. Conv., implican diferencias significativas
entre medias para cada condicion (mitad, final, rizosfera) por comparacién multiple de Duncan (p<0.05).
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Figura 1. Grafico comparativo de la actividad fosfatasa alcalina (umol g h™') en cada condiciéon de muestreo (inicio, mitad, final y rizosfera)
segun sistema de cultivo para cada variedad.
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La tendencia promedio de valores superiores en rizosfera a final de cultivo
comparado con zona sin raices (entre plantas) para el cultivo ecol6gico puede darse
como consecuencia de las rizodeposiciones o exudaciones de las raices y coincide con
los trabajos de [11-13], con mayor actividad enzimatica en la rizosfera que en suelo
libre de raices, dependiendo de la actividad microbiana, la liberacion enzimatica por

parte de las raices o la lisis celular radicular.

El aumento de la actividad enzimaética en la fase intermedia de cultivo coincide con
una mayor produccion en planta de fruto y, como consecuencia, una mayor demanda
productiva de derivados fotosintéticos. De esta manera, la liberacion al suelo de
exudados de la fotosintesis y otros derivados metabdlicos suponen una fuente de
carbono facilmente disponible para los microorganismos del suelo [14-16]. Por otro
lado, el aumento de actividad en promedio en la fase intermedia para el cultivo
convencional puede estar relacionado con la aplicacién del insecticida clorpirifos,
alterando a modo de estimulo la actividad de los microorganismos del suelo que acttan
en la degradacién del producto. En cambio, la considerable disminucién de la actividad
enzimatica en ambos sistemas en la fase final del cultivo no coincide con otros trabajos
[17]. Este hecho podria explicarse como consecuencia de ser suelos de cultivo, con
actividad fosfatasa dindmica segin manejo, etapa fenoldgica y especies vegetales
utilizadas [17-20] y las condiciones meteoroldgicas, ya que la pluviometria contribuye
a la solubilizacién del fosforo disminuyendo su disponibilidad y la por tanto, la
actividad fosfatasa [21]. También se ha reportado una disminucién de la actividad
enzimatica con el descenso de la temperatura [22]. Estas condiciones climéticas de
aumento de precipitaciones y época mas fria se dieron a final de ciclo de cultivo

(octubre-noviembre).

Actividad catalasa

La actividad catalasa al igual que la fosfatasa alcalina mostr6 mayores diferencias
entre medias por sistema de cultivo en la fase intermedia con mayor contenido en el
cultivo convencional (0.137 vs 0.171 mmol g* h?) y medias similares por cultivo al
final de ciclo tanto en el muestreo entre plantas como en rizosfera (Tabla 4). La

variacién entre genotipos también fue apreciable con valores a mitad de cultivo entre
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0.087 mmol y 0.257 mmol en Numex 6-4-ecolégico y Ancho-convencional,
respectivamente; a final de ciclo entre 0.089 mmol y 0.198 mmol y en rizosfera entre
0.103 mmol y 0.172 mmol ambas en Najerano y Ancho ecoldgico. Asi, para fase
intermedia de cultivo predomino la actividad enzimatica en la variedad Ancho en ambos
cultivos ademas de Chile de arbol y BOL-144 en ecolodgico; para la fase final y rizosfera
destacaron igualmente Ancho y BOL-144 en ecolégico junto con Cuneo convencional,
ademas de Chile de arbol en el sistema ecoldgico y muestreo entre plantas en fase final

y Padrén en sistema ecoldgico y rizosfera (Tabla 4).

La actividad catalasa durante el ciclo de cultivo fue mayor en ambos sistemas
respecto a las medidas del contenido inicial de 0.0728 mmol y 0.0769 mmol para el
sistema ecolégico y convencional, respectivamente (Fig. 2). Como ocurria para la
actividad fosfatasa, en la fase intermedia de cultivo se dan los mayores valores medios
por sistema disminuyendo a final de cultivo ligeramente en el sistema ecologico y en
mayor medida en el sistema convencional. Al contrario de lo sucedido para la actividad
fosfatasa, la media de actividad catalasa en la zona de la rizosfera para final de ciclo en
sistema ecoldgico fue ligeramente menor que la de final entre plantas, mientras que el

caso opuesto se pudo apreciar en el sistema convencional (Fig. 2).
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Tabla 4. Valor medio de la actividad de la catalasa (mmol g* h™') por variedad en cada
condicion de muestreo en cultivo ecoldgico (Eco.) y convencional (Conv.).

Mitad Final Rizosfera
Variedad Eco.! Conv. Eco. Conv. Eco. Conv.
Capsicum annuum
Ancho 0.2202pca  0.25724 0.1975¢  0.1732apcd 0.17214  0.1442.cq
Arnoia 0.1335apcd  0.1602apcd 0.1512apcd 0.1102apcd 0.11244pcd  0.1244 454
Bierzo 0.1279pca  0.1397abcd 0.0968anc  0.1247apcd 0.1226apca  0.1234apcd
Bola 0.1393apca  0.1486avcd 0.1373abcd 0.1498ancd 0.1249apcd 0.1207apcq
Chile de arbol 0.2331cg  0.14944pca 0.1771apcd  0.1396apcd  0.1372apcd 0.1237aped
Cuneo 0.1813apca  0.2023abcd 0.1719apc¢ 0.1846q 0.1607¢¢  0.1703abcd
Di Senise 0.1135a4pcd  0.1708abcd 0.1147apcd  0.1362ancd 0.1088anc  0.1139%apcq
Doux Long des Landes 0.1181apca  0.1504a0cq 0.0963sr 0.1319pcd  0.1244a0c¢  0.1406abcd
Espelette 0.1499bcs  0.1888apca  0.1190apcs  0.1287apcg 0.1056a  0.1331apcq
Gernika 0.1407apcd  0.1783apcd 0.1376abcd 0.1260apcd 0.1173apca 0.1327aped
Guindilla Ibarra 0.1316apca  0.1891apcd 0.124aped 0.1223apcd 0.1253apcd 0.1166ancd
Mojo Palmero 0.1287apca  0.1621apcd 0.1208abcd  0.1162ancd 0.1170apcd 0.1437apcd
Najerano 0.1053sca 0.1706aca  0.0885,  0.127apcd 0.1033;  0.1334ancq
Numex 6-4 0.0865.  0.1368apcd  0.1414apca  0.1219apcd  0.1249apcd  0.1342apcd
Numex Conquistador 0.1440apca  0.1352apcd 0.1353abcd 0.1147apcd 0.1254apcd 0.1396ancd
Padron 0.1466apca  0.1660abcd  0.1369abcd  0.1458apcd 0.1626pca  0.1310ancd
Pasilla 0.0957ac 0.1795aca  0.1347apcd 0.1107apcd = 0.1294apcd  0.1344upcq
Petit Marsellais 0.11%apcd  0.1714apcd 0.1362a0cd  0.1064apca 0.1270apca 0.1393abca
Piquillo 0.1301apcd  0.1818avcd 0.1472apcd 0.1347ancd 0.1253apcd 0.1383apcd
Otros Capsicum
BOL-37R 0.1321apcd  0.163%pcd 0.1636abcd  0.1121apcg 0.1183apca 0.11133pcq
BOL-58 0.1037apcd  0.1697apcd 0.1108apcd  0.1464apcd 0.1202apca  0.1367 apcd
Aji Dulce 0.1177apca  0.1744apcd 0.1496a0cd  0.1298ancd 0.1157apcd 0.1363ancd
ECU-994 0.0898a 0.1616aca  0.1090apca  0.1232apca 0.1251apea 0.1378apcd
BOL-144 0.2068apca  0.1903apcd = 0.1783pcg 0.1405a0cd 0.1615apca  0.1476apcd
Media sistema 0.1373a 0.1707s 0.1365a 0.13154 0.12784 0.1336a
Error estandar 0.0069 0.0064 0.0051 0.0049 0.0030 0.0029

Lab cd A B letras diferentes entre parejas de columnas Eco. Conv., implican diferencias significativas
entre medias para cada condicion (mitad, final, rizosfera) por comparacién multiple de Duncan (p<0.05).
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sistema de cultivo para cada variedad.
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Esta variacion a final de cultivo también se registr6 a nivel de VxS, con variedades
con mayor nivel de actividad catalasa en rizosfera vs suelo sin raiz segln sistema de
cultivo, ejemplo: Bierzo, BOL-58 y Padron en ecoldgico y Aji dulce, BOL-144, Mojo
Palmero y Petit Marsellais en convencional; con tendencia contraria en el sistema
opuesto. Finalmente, el cultivo ecoldgico favorecio el aumento de actividad catalasa en
nueve variedades en la fase final de cultivo, destacando Arnoia, Numex 6-4, Piquillo,
BOL-37-R y Aji Dulce, en cambio, sélo la variedad Bola en cultivo convencional
superd los niveles de la fase intermedia (Fig. 2). Segun Guangming et al. [23] en
sistemas agricolas con mayor aporte de materia organica se espera mayor actividad
enzimatica catalasa ya que ésta cataliza la transformacion del peroxido asociado a la

materia organica del suelo y formado en la respiracion de los organismos aerobios.

La superioridad general del contenido en catalasa para ambos sistemas después del
trasplante del cultivo puede explicarse segln lo sugerido por Garcia et al. [24], donde se
indica como mejoran la capacidad en la retencion de agua en el suelo y las
caracteristicas de fertilidad como consecuencia de la presencia de vegetacion al aportar
proteccion fisica y materia organica. Ademas, la mayor actividad catalasa en fase
intermedia comparada con el resto de las condiciones de cultivo puede tener una
consecuencia climatica al ser meses de cultivo més calurosos (julio-agosto), tal y como
se vio para la actividad fosfatasa. En estos meses puede haber momentos de
insuficiencia hidrica e incremento de la salinidad del suelo propicidndose condiciones

que aumentan el estrés oxidativo del cual protege la actividad catalasa [25,26].

En concordancia a lo detectado para la actividad fosfatasa alcalina, la mayor
actividad catalasa en fase intermedia del cultivo en el sistema convencional pudo
haberse debido al estimulo de la aplicacién del fertilizante clorpirifos. El trabajo de
Shiyin et al. [27] revel6 un aumento progresivo de la actividad catalasa en suelo
incubado con aplicacion previa de este insecticida, con actividades maximas a los
quince dias de incubacion y mayores a concentraciones superiores del producto y la
posterior disminucion de los niveles con la degradacion del producto. La sintesis de
enzima se atribuyé a la necesidad de la hidrdlisis del pesticida por parte de la materia
organica del suelo como mecanismo de respuesta adaptativa de las comunidades
microbianas, sin embargo, desde el enfoque eco-toxicoldgico mayores concentraciones
de pesticidas alteran el medio ambiente del suelo y afectan al desarrollo de la planta

como consecuencia de la acumulacion de productos de la hidrolisis del pesticida. Por
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otro lado, las condiciones de estrés oxidativo en el cultivo, producido como
consecuencia de épocas méas calurosas y con menos aporte hidrico (propias en la fase
intermedia del cultivo) podrian haberse visto amortiguadas en el cultivo ecologico, mas
resiliente a cambios meteorologicos al promoverse el cuidado de la estructura,
composicion fisicoquimica y bioldgica. De esta manera, el estrés oxidativo afectaria
maés al sistema convencional disparandose asi la actividad catalasa a modo de proteccion
[28]. Otro hecho a considerar en la aplicacion en el sistema convencional de oxicloruro
de cobre como fungicida, ya que el cobre libre como catidn inhibe la actividad catalasa

cuando se concentra en el suelo [29].

Conclusiones

Para concluir, la interaccion genotipo x sistema permitiria seleccionar variedades con
valores superiores de actividad enzimética fosfatasa alcalina y catalasa en el sistema de
cultivo ecoldgico. De esta manera, se podrian seleccionar para cultivo ecoldgico y segln
la actividad fosfatasa alcalina Chile de arbol, Arnoia y ECU-994 para mitad, final de
cultivo y rizosfera, respectivamente y segun la actividad catalasa las variedades Chile de

arbol en fase intermedia y Ancho a final de cultivo entre plantas y en rizosfera.
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En la presente tesis se ha estudiado la calidad nutricional y organoléptica del cultivo
del pimiento (Capsicum sp.) en los dos estados de madurez comercial (verde y maduro)
y bajo diferentes préacticas culturales (sistemas ecolégico y convencional). De esta
manera, se han analizado los principales compuestos nutricionales de los frutos de
pimiento: el acido ascorbico, los compuestos fendlicos y los carotenoides; asi como la
composicion de la fraccién volatil de los frutos, y se ha estudiado su variacion en una
amplia coleccién varietal segun el estado de madurez, el sistema de cultivo y sus
interacciones. Adicionalmente, también se ha estudiado la fertilidad bioldgica del suelo
a través de las actividades enzimatica fosfatasa alcalina y catalasa en interaccion con el
cultivo de diversas variedades de pimiento y bajo los sistemas de cultivo convencional y

ecologico.

1. Andlisis estadistico para parametros de calidad nutricional, calidad

organoléptica y fertilidad bioldgica del suelo

De acuerdo con los estudios estadisticos realizados, todos los caracteres de calidad
nutricional analizados experimentaron cambios significativos en sus niveles segun el
afio de ensayo, mientras que en el caso de los compuestos volatiles el efecto del afio
tuvo una mayor contribucion en el estado maduro. Esa significacion estadistica
confirma la importancia de la repeticién experimental en varios afios, especialmente en

ensayos al aire libre [223].

El estado de madurez contribuyé de forma predominante y en general altamente
significativa a la variacion en todos los compuestos nutricionales y la mayoria de los
compuestos volatiles, lo cual podria enmascarar la magnitud del efecto genotipo,
sistema de cultivo y sus interacciones, por lo que se procedid a estudiar en profundidad
el resto de los factores para cada estado de madurez por separado. Asi, el analisis
estadistico tanto para el estado inmaduro como para el maduro revelé una contribucién
significativa del factor genotipico o varietal a la variacion para todos los compuestos
nutricionales estudiados (acido ascorbico, fenoles totales, flavonoides individuales y

carotenoides) y para los compuestos volatiles (excepto para el grupo de derivados
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fendlicos en estado inmaduro). Asimismo, pero en menor proporcion, el sistema de
cultivo también contribuyd significativamente a las diferencias observadas en el
contenido de acido ascorbico en estado maduro, y de fenoles totales y flavonoides
individuales en ambos estados, mientras que para los carotenoides el efecto del sistema
de cultivo no tuvo una contribucion significativa a la variacion observada. En el caso de
los compuestos volatiles para el estado inmaduro, el factor sistema de cultivo fue
significativo en los grupos de los furanos y los productos de escision lipoxigenasa,
mientras que para el estado maduro fue significativo en los grupos de los aldehidos, los

alcanos y especialmente en los furanos.

Por otro lado, el estudio del contenido en actividad enzimatica (fosfatasa alcalina y
catalasa) revel6 una mayor contribucion por parte del sistema de cultivo a la variacion
observada, respecto al factor genotipo, siendo significativo para ambas actividades
enzimaticas, en la fase intermedia del cultivo. El factor genotipo Unicamente resultd

significativo para la fosfatasa alcalina en fase intermedia.

Finalmente, la interaccion genotipo x ambiente (GxE, i.e. genotipo x sistema de
cultivo) fue significativa para el acido ascorbico y los fenoles totales en ambos estados
de madurez y para algunos flavonoides individuales, especialmente en el estado
maduro, lo cual indica respuestas diferentes para cada sistema de cultivo segun la
variedad o accesion. En el caso de los carotenoides y los compuestos volatiles esta
interaccion generalmente no resultd significativa. Todo lo observado indica que la
contribucion significativa del sistema de cultivo y su interaccion con el genotipo
favorecerian la mejora y seleccién especifica de variedades de pimiento y otros
Capsicum para produccion ecoldgica en la mayoria de los caracteres de calidad
nutricional, fundamentalmente antioxidantes como el acido ascérbico y los compuestos

fendlicos.
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2. Contenido en compuestos nutricionales y perfil volatil segun el genotipo, el
sistema de cultivo y el estado de maduracion

2.1 Contenido en acido ascorbico (CAA), fenoles totales (FT), flavonoides individuales
y carotenoides totales (CTay CTr)

El estudio en profundidad del contenido en acido ascérbico (CAA) mostré amplios
rangos de variacion en ambos sistemas de cultivo y ambos estados de maduracion. En
frutos inmaduros los valores estuvieron comprendidos entre 14 y 121 mg-100 g y entre
10 y 93 mg-100 g2, para los cultivos ecoldgico y convencional, respectivamente. Para
los frutos en estado maduro los valores aumentaron considerablemente, con rangos
comprendidos entre 48 y 208 mg-100 g* en ecoldgico y entre 48 y 196 mg-100 g* en
convencional. Estos valores podrian ser considerados muy altos en comparacion con
otras frutas y hortalizas, lo cual demuestra la riqueza en los frutos Capsicum de este
compuesto antioxidante [224]. Los rangos de variacion del estudio fueron
considerablemente superiores comparados con otros estudios en pimiento, avalando la
ventaja del uso de amplias colecciones varietales para evaluar la conducta real de un
cultivo bajo diferentes condiciones de cultivo, lo que aumenta las oportunidades de
seleccion de genotipos con alto contenido en &cido ascorbico. Ademas, se observaron
diferencias respecto a la creencia generalizada de que los pimientos picantes de carne
fina y pequefio tamafio presentan mayores contenidos en este compuesto antioxidante
[224]. Nuestros resultados mostraron, para la mayoria de los casos, que el grupo de
pimientos gruesos pueden presentar contenidos medios de acido ascérbico similares o

incluso mayores en comparacién con los de fruto pequefio y carne fina.

El contenido en fenoles totales (FT) fue altamente variable segun el genotipo y las
condiciones de cultivo. Los rangos de variacion oscilaron entre 68 y 626 mg a.c.-100 g*
y entre 87 y 506 mg a.c.-100 g?, para el cultivo ecoldgico y convencional,
respectivamente, en el estado inmaduro. El contenido en FT aument6 mayoritariamente
en el estado maduro, con rangos promedios entre 109 y 367 mg a.c.-100 g* para
ecoldgico y entre 96 y 438 mg a.c.-100 g para convencional. Al igual que con el CAA,
los valores de FT en ambos estados fueron considerablemente superiores a otras frutas y
hortalizas [89,90], reforzando la riqueza en compuestos fendlicos de los frutos

Capsicum.
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El analisis méas detallado de compuestos fendlicos por HPLC igualmente permitid
distinguir diferencias notables para flavonoides individuales entre genotipos y en cada
estado de maduracion. Los compuestos luteolina y quercetina fueron los que tuvieron
mayor contribucion en la suma total de los cinco flavonoides individuales
(aproximadamente 70% para luteolina y 20% para quercetina, en ambos estados y
sistemas de cultivo), mientras que la miricetina, apigenina y kenferol mostraron niveles
considerablemente menores (<6% cada uno). Asimismo, se observd una amplia
variacion varietal dentro de cada compuesto, aunque el sistema de cultivo y su
interaccion también influyeron en las diferencias. Asi, para el estado inmaduro la
luteolina estuvo comprendida entre 29 y 220 mg-kg !, la quercetina entre 2 y 72
mg-kg %, la miricetina entre 1.3 y 9 mg-kg ™2, la apigenina entre 0.2 y 4 mg-kg 2, y el
kenferol entre 0.04 y 2.5 mg-kgX. Como se observd para el CAA y el FT, el estado
maduro favorecid niveles medios generalmente mayores en comparacion con el estado
inmaduro, incrementandose ligeramente los intervalos de variacion varietal. Asi, en
frutos maduros, la luteolina estuvo comprendida entre 33 y 270 mg-kg 2, la quercetina
entre 2 y 79 mg-kg %, la miricetina entre 6 y 17 mg-kg %, la apigenina entre 0.1 y 5.8
mg-kg?, y el kenferol entre 0.2 y 3.1 mg-kg™’. Estos rangos de variacion y la
predominancia de cada flavonoide segun el genotipo fueron distintos a otros estudios
donde se utilizaron variedades diferentes, pero con una base genética méas reducida
[57,58,225,226], lo cual vuelve a remarcar la importancia del uso de una amplia

diversidad genética para conocer y mejorar la calidad nutricional de los cultivos.

El estudio para el contenido en carotenoides totales en frutos maduros igualmente
mostré unos amplios rangos de variacion entre genotipos, con valores de carotenoides
rojos totales (CTr) para el sistema ecoldgico entre 0 y 257 mg-100 g y de carotenoides
amarillo-anaranjados totales (CTa) entre 2 y 147 mg-100 g, y para el sistema
convencional entre 0 y 324 mg-100 g* de CTr y entre 1 y 166 mg-100 g* de CTa.
Igualmente, asi como para los anteriores compuestos nutricionales, los contenidos
resultaron relativamente altos comparados con otras frutas y hortalizas [227-229].
Atendiendo a los distintos tipos varietales dentro de la coleccion estudiada, los
pimientos gruesos tuvieron en general menor contenido en estos compuestos, pudiendo
ser explicado por la alta correlacion positiva entre carotenoides y contenido en materia
seca de los frutos, la cual es menor en este tipo de frutos, carnosos y con alto contenido

en humedad [224]. Como novedad, se encontraron valores altos de CTr en variedades
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comercialmente utilizadas en estado inmaduro. Esto sefiala la posibilidad de seleccionar
nuevos materiales con alto contenido en carotenoides rojos para su explotacion como
colorantes alimentarios, aunque originalmente no hayan tenido uso en estado maduro.
Por otro lado, se detectd una correlacion positiva entre el contenido de CTry CTa, lo

cual permitiria una seleccion conjunta.

2.2 Efecto del sistema de cultivo y su interaccidn con el genotipo para los caracteres de

calidad nutricional

En fruto inmaduro, la media general del CAA present6 valores similares en ambos
sistemas de cultivo, aunque se apreciaron diferencias entre grupos Capsicum y a nivel
de accesiones individuales. La interaccién significativa genotipo x sistema de cultivo
fue confirmada al detectar variedades con diferente comportamiento segun el sistema de
cultivo. Asi, segun el coeficiente de regresion B, 15 variedades mostraron valores
medios de CAA significativamente mayores en el sistema ecoldgico, 18 variedades en
el convencional y cuatro variedades mostraron valores estables entre sistemas para el
estado inmaduro. Para el estado maduro el CAA medio fue significativamente superior
en el cultivo ecoldgico y también fue significativa la interaccion genotipo x sistema de
cultivo. Segun el coeficiente de regresion, la mayoria de las variedades tuvieron
contenidos medios de acido ascorbico significativamente superiores en el sistema
ecologico, a excepcion de algunas variedades que fueron superiores en el sistema

convencional y otras estables entre sistemas.

En el caso del contenido en FT, tanto el sistema de cultivo como su interaccion con
el factor genotipo tuvieron un efecto significativo en ambos estados de madurez. En
promedio, el contenido en FT en estado inmaduro fue superior en el cultivo
convencional. Ademas, el coeficiente de regresion p permitio identificar 25 variedades
con valores superiores en el sistema convencional, frente a siete para el ecologico y
cinco variedades estables. Estos resultados contrastaron con el comportamiento en
estado maduro, donde el promedio de FT resultd claramente superior en los frutos del
cultivo ecoldgico, lo cual coincide con los resultados para el CAA, y con 22 variedades
con valores significativamente superiores en este sistema, frente a seis variedades con
FT més altos en el sistema convencional y nueve con un comportamiento estable entre

sistemas.
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Para el estado inmaduro las medias generales de los flavonoides individuales fueron
similares entre sistemas, como se vio para el CAA, excepto en el caso de kenferol,
ligeramente superior en el sistema convencional. En cambio, el efecto del sistema de
cultivo resulto significativo en el estado maduro, con una media superior en el cultivo
ecoldgico. Esta superioridad en el cultivo ecolégico, para el estado de fruto maduro
coincide con los resultados del andlisis tanto de CAA como de FT. La mayor
permanencia de los frutos en desarrollo recogidos en el estado maduro, en las diferentes
condiciones propias de cada sistema podria ser la causa, concretamente a la mayor
exposicion de las plantas a las condiciones estresantes (i.e. bajos insumos) del cultivo
ecoldgico [200,230]. Segun el parametro B para la interaccion genotipo x sistema de
cultivo, aunque la mayoria de las accesiones se mostraron estables, para el estado
inmaduro hubo cuatro variedades con mejor respuesta a alguno de los flavonoides en
cada sistema, mientras que el estado maduro permitié distinguir seis genotipos con
mejor respuesta al cultivo ecolégico y tres para el convencional. Se pudieron distinguir
diferentes grados de correlacion entre los flavonoides individuales, lo cual resulta muy
atil como herramienta de seleccion indirecta de flavonoides en base al contenido de
otros. Asi, hubo una correlacion positiva alta entre la luteolina y la quercetina, entre el
kenferol y la quercetina y entre el kenferol y la luteolina, en ambos estados de
maduracion, asi como entre la apigenina y la quercetina y entre la apigenina y la
luteolina, en el estado maduro. Ademas, para el estado maduro entre la luteolina y la
miricetina hubo una correlacion intermedia. Estas correlaciones positivas podrian
deberse a una acumulacién conjunta por reguladores transcripcionales compartidos

implicados en la biosintesis de flavonoides [231].

Al contrario que para el CAA, FT y flavonoides individuales, el contenido en
carotenoides no resulté significativamente diferente entre sistemas. Sin embargo, unos
pocos genotipos mostraron comportamientos distintos. Para CTrg, tres genotipos
mostraron contenidos superiores en el sistema ecoldgico y siete en el convencional,
mientras que para CTa, se encontraron dos y cinco variedades para los sistemas
ecologico y convencional, respectivamente. Segun los resultados de este trabajo, los
factores que promueven en fruto maduro la acumulacion de CAA, FT y flavonoides
individuales en condiciones de cultivo ecoldgico no parecen tener este efecto en los

compuestos carotenoides.



Discusion general |

2.3 Estudio del perfil de compuestos volatiles

Se encontraron un total de 124 y 122 compuestos volatiles entre las 11 accesiones
Capsicum para los estados inmaduro y maduro, respectivamente, clasificados en 17
familias quimicas, con diferencias tanto a nivel cuantitativo como cualitativo. Los
grupos con una mayor abundancia para el estado inmaduro, en base a los niveles totales
de voléatiles (areas de pico totales) fueron los ésteres, alcanos, sesquiterpenos,
monoterpenos y alquenos, mientras que los aldehidos y lactonas fueron los de
contenidos minoritarios. Para el estado maduro los grupos con mayores niveles totales
de volatiles fueron los ésteres, alcanos y sesquiterpenos, mientras que los
monoterpenoides, quetonas y metilquetonas, aldehidos, furanos y lactonas fueron los de
menores niveles. A nivel de genotipo, las accesiones ECU-994, BOL-144 y la variedad
Serrano mostraron los mayores niveles de volatiles totales para ambos estados de
maduracion, mientras que las variedades Jalapefio M y BOL-58 para el estado
inmaduro, Doux Long des Landes y Piquillo para el estado maduro y Bola para ambos

estados, mostraron los menores niveles de volatiles totales.

A nivel cualitativo, las accesiones Doux Long des Landes y Numex Big Jim en
ambos estados de maduracion junto con Guindilla Ibarra, Jalapefio M, Mojo Palmero y
Piquillo en el estado inmaduro mostraron valores predominantes de monoterpenos, con
tipicos aromas herbales; para las accesiones Bola en ambos estados y Piquillo en estado
maduro predominaron los sesquiterpenos, con aroma a madera; los alcanos, con ligero
aroma céreo, destacaron en Serrano en ambos estados y en Guindilla Ibarra, Jalapefio M
y Mojo Palmero en el estado maduro; los productos de escision lipoxigenasa, de aromas
grasos y aceitosos, en BOL-58 para ambos estados; y para ECU-994 y BOL-144
predominaron los ésteres en ambos estados, con aromas caracteristicos frutales y

tropicales.

El andlisis de correlacion entre accesiones segun el perfil volatil agrupd a las
accesiones C. annuum por un lado y por otro el resto de las especies Capsicum, tanto en
estado inmaduro como maduro, lo cual confirmd la influencia del origen filogenético en
el perfil de volatiles ya sugerida en trabajos similares [120]. Otro estudio basado en
SNPs también confirma la distribucion de las variedades Capsicum segun sus relaciones
filogenéticas [232]. Segun las cantidades relativas de cada familia de volatiles, para las

accesiones de C. annuum el grupo de los monoterpenos, con aromas herbales, tuvo una
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mayor contribucion general en el estado inmaduro, mientras que para el estado maduro
destacaron los alcanos y sesquiterpenos, con aromas céreos, a madera y dulces, aunque
el comportamiento para el grupo de C. annuum resulté variable al tratarse de un grupo
mas amplio. Para la accesion perteneciente a C. baccatum, BOL-58, destaco el grupo de
los productos de escision lipoxigenasa en ambos estados de maduracion, con una
mezcla de fragancias grasas/herbales/afrutadas. EI grupo de los ésteres tuvo una alta
contribucion, tanto en el estado inmaduro como en el maduro, en las accesiones exaticas
ECU-994 y BOL-144, pertenecientes a las especies C. chinense y C. frutescens,
respectivamente, con aromas caracteristicos frutales y dulces. Esta distribuciéon de
cantidades relativas también fue descrita en otro trabajo para frutos maduros de
pimiento [233].

El estudio de compuestos volatiles a nivel individual permitié ver un mayor nimero
de diferencias significativas entre sistemas de cultivo. El sistema de cultivo ecologico
mostré un namero mayor de compuestos volatiles con niveles superiores significativos,
asi como un mayor nimero de genotipos favorecidos por este sistema tanto en el estado
inmaduro como en el maduro. Estos resultados sugieren que el sistema de cultivo
ecologico podria favorecer la acumulacién de compuestos volatiles en frutos de
pimiento en ambos estados de maduracion. Esto supone una ventaja para las plantas
desarrolladas en el sistema ecoldgico dadas las funciones destacadas que desempefian
los compuestos volatiles. De los compuestos con diferencias significativas superiores en
el cultivo ecoldgico se han detectado importantes funciones como atrayentes de insectos
polinizadores, metabolitos relacionados con la compensacion de la fertilizacion
nitrogenada, componentes estructurales que actlan de barrera fisica protectora,
reconocimiento de agentes de biocontrol, proteccién frente a plagas y enfermedades,

promotores del crecimiento y propiedades antitumorales [234,235,244-247,236-243].
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3. Influencia del proceso de maduracion en el contenido en compuestos
nutricionales y perfil volatil de los frutos de pimiento y su interaccion con el cultivo

ecologico

En cuanto al efecto del proceso de maduracion en el contenido en compuestos
nutricionales, todos los genotipos mostraron incrementos en el CAA y de manera
general en FT, con variaciones en la magnitud segun los factores genotipo y sistema. A
nivel de flavonoides individuales en general hubo un aumento en su cantidad, a
excepcion del kenferol en los frutos del sistema convencional, con una media
ligeramente inferior. Los mayores aumentos se dieron en luteolina (incrementos medios
alrededor del 20% en el sistema ecoldgico y del 13% en convencional) y especialmente
en la miricetina (incremento medio del 80% en ambos sistemas). Otros autores
coinciden en el aumento de los flavonoides durante el proceso de maduracion
[58,225,248,249]. Sin embargo, también hay trabajos donde se describe lo contrario
[250-252]. Estos trabajos utilizan una diversidad genética menor a la de nuestros
trabajos, lo cual vuelve a poner de manifiesto la relevancia del uso de amplias
colecciones varietales para un mejor conocimiento del cultivo y para aumentar el éxito
en los programas de mejora. Asi, aungue en nuestro trabajo a nivel de genotipo
individual la tendencia con la maduracion fue de acumular contendidos mayores o
similares de flavonoides, se pudieron observar evoluciones distintas segun la accesion al

haber un efecto significativo de la interaccion genotipo x estado de maduracion.

El estudio del perfil volatil de los frutos Capsicum igualmente mostré una evolucion
evidente con el proceso de maduracion con cambios fueron muy diversos entre las
accesiones, aunque también se detectaron similitudes. Sin embargo, al contrario que lo
observado para los compuestos nutricionales, en general el nivel de volatiles disminuy6
con el proceso de maduracion. La tendencia general con el proceso de maduracion,
considerando la contribucién relativa de cada familia quimica de volatiles en cada
accesion, fue la reduccién de los monoterpenos y monoterpenoides, de aromas herbales
y verdes caracteristicos, y el incremento relativo de otros grupos quimicos con
combinaciones variadas de aromas frutales/florales/dulces/madera/cerosos. El
reemplazo del grupo de monoterpenos por otros grupos de volatiles durante la
maduracion también ha sido descrita en otros trabajos con las especies exdticas C.

frutescens, C. chinense and C. baccatum [253,254].
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Segun la interaccion del proceso de maduracion con el sistema de cultivo, el cultivo
ecoldgico favorecio la acumulacion de CAA, FT y la suma de flavonoides individuales
(en particular para la luteolina) en los frutos de pimiento durante el proceso de
maduracion, al registrar incrementos mayores de estos compuestos en dicho sistema, lo
cual coincide con el trabajo de Pérez-Lépez [176]. Esto sugiere que algunos factores
presentes en las condiciones de cultivo ecoldgico pueden intensificar la acumulacion de
antioxidantes en los frutos de la mayoria de los genotipos Capsicum durante el proceso
de maduracidn. Segun otros estudios, el manejo del suelo y su fertilidad en los sistemas
convencionales puede causar interacciones que alteren el balance de los nutrientes del
suelo, esenciales en rutas metabdlicas de biosintesis, pudiendo ser una de las razones
que den lugar a una acumulacion menor en CAA y FT [255-258]. Ademas, se
observaron correlaciones positivas entre ratios de maduracién para flavonoides
individuales, lo cual implica cambios similares en los flavonoides con el proceso de
maduracién, pudiendo ser debido a factores comunes en el metabolismo de los
flavonoides durante el desarrollo de los frutos [259]. Asi, hubo una correlacion positiva
y alta para ratios de maduracién entre la luteolina y la quercetina, entre la apigenina y la
quercetina, y entre la apigenina y la luteolina. En el caso del perfil volatil también se
pudieron detectar diferencias entre sistemas tanto a nivel cuantitativo como cualitativo
en el proceso de maduracion. A nivel cuantitativo hubo un nimero mayor de accesiones
gue mostraron mas compuestos volatiles con incrementos en la maduracién y con ratios
mayores. Ademas, a nivel cualitativo, medido por la presencia o ausencia de
compuestos segln sistema de cultivo, el sistema ecol6gico favorecié un mayor nimero
de volatiles. Estas diferencias entre sistemas, tanto de tipo cuantitativo como cualitativo,
sugieren que el sistema de cultivo ecoldgico podria favorecer la acumulacion de
compuestos volatiles durante el proceso de maduracion. La interaccion del sistema de
cultivo ecolégico con el proceso de maduracion no ha sido todavia estudiada. Sin
embargo, para caracteres de calidad nutricional otros trabajos también han descrito una
mayor acumulacion de compuestos en el cultivo ecoldgico [58,176,225,248,249]. Estos
compuestos nutricionales tienen actividades antioxidantes y de proteccion frente a
agentes ambientales y biologicos, lo cual haria esperar igualmente una mayor

acumulacion de compuestos volatiles con funciones protectoras.
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4. Evolucion de la actividad enziméatica durante el ciclo de cultivo e interaccion con

el genotipo y el sistema de cultivo

El analisis de las actividades enzimaticas del suelo fosfatasa alcalina y catalasa, se
realizd a los 30 cm de profundidad, en muestras de la fase inicial (antes de la
implantacion del cultivo, de muestras aleatorias del total de la superficie del suelo), de
la fase intermedia (en la etapa inicial de fructificacion y en zonas del suelo equidistantes
entre plantas de la misma variedad) y de la fase final (en esta fase se realizan dos
muestreos, uno de ellos similar al de la fase intermedia y el seqgundo muestreo de suelo

correspondiente a la zona de la rizosfera).

La actividad enzimética de ambas enzimas tuvo los mayores valores en la fase
intermedia de cultivo y disminuyd en la fase final de cultivo (tanto en el muestreo entre
plantas como en la rizosfera), y en mayor medida para la actividad fosfatasa alcalina,
con valores inferiores respecto a la fase inicial. La cubierta vegetal del cultivo de
pimiento favorece la capacidad de retencidn de agua en el suelo y las caracteristicas de
fertilidad al aportar proteccion fisica y materia orgéanica al suelo, esperandose asi el
aumento de la actividad enzimética a lo largo del ciclo de cultivo [260]. Ademas, la
superioridad de la actividad en la fase intermedia coincide con una mayor demanda
productiva de derivados fotosintéticos como consecuencia de la produccién de fruto, lo
que aumenta la fuente de carbono disponible para los microorganismos del suelo [261—
263]. Asimismo, en la fase intermedia del cultivo el estrés oxidativo es mayor, al
coincidir con periodos mas calidos con posibles momentos de insuficiencia hidrica,
aumentando asi la actividad de la enzima catalasa que protege de dicho estrés [264,265].
Por otro lado, el aumento de precipitaciones y disminucién de la temperatura en la fase
final del cultivo son condiciones desfavorables para la actividad enzimética [266,267].

La interaccion de la actividad enzimética con el genotipo (accesion) sélo resultd
significativa en promedio en el caso de la fosfatasa alcalina en fase intermedia de
cultivo, si bien se pudieron apreciar diferencias a nivel individual entre accesiones. En
cuanto a la interaccion del sistema de cultivo con la actividad enzimética, Unicamente
hubo diferencias significativas en la fase intermedia del cultivo, con una actividad
media de ambas enzimas mayor en el cultivo convencional. Este evento coincide con la

aplicacién del insecticida clorpirifos, que se ha visto que estimula la actividad de los
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microorganismos del suelo que actlan degradando el producto aumentando asi la
sintesis enzimética [268]. Ademas, las condiciones de estrés oxidativo propias de la
época de la fase intermedia podrian haberse visto amortiguadas en el sistema ecoldgico,
mas resiliente a cambios meteorologicos, esperandose un mayor aumento enzimatico de
la catalasa en el sistema convencional al estar mas expuesto al estrés oxidativo [269].
Para la fase final del cultivo no hubo diferencias significativas entre sistemas de cultivo,
sin embargo hubo diferencias para las actividades entre las zonas de muestreo. En el
sistema ecologico, la actividad en la zona de muestreo de la rizosfera fue mayor que en
el muestreo entre plantas, sin embargo, se dio lo contrario en el sistema convencional.
Otros trabajos coinciden con una mayor actividad en la zona de la rizosfera como
consecuencia de la liberacion enzimatica a través de las rizodeposiciones o las
exudaciones de las raices, la actividad microbiana y la lisis celular radicular [270-272].
Asi, para el cultivo ecoldgico, la influencia de la planta en la zona de la rizosfera con la
actividad enzimética fue mayor en comparacion con esta interaccién para el cultivo
convencional, donde otros factores pudieron haber influido para que la actividad fuese

superior en el muestreo entre plantas.

5. Potenciales selecciones de materiales para el cultivo ecolégico segun la calidad
nutricional y organoléptica y genotipos destacados segun su interaccion con la

actividad enziméatica

La seleccion potencial de material genético para el cultivo ecolégico, basado en los
resultados de nuestros ensayos, seria posible considerando altos niveles de los
compuestos nutricionales estudiados junto con factores y pardmetros como el

coeficiente de regresion B, los grupos varietales y el estado de maduracion de los frutos.

Dentro del estado inmaduro, las accesiones de C. annuum Chimayo, Gernika,
Jalapefio Candelaria, Mojo Palmero, Padrén, Pasilla, Petit Marsellais y Serrano Criollo
por su suma en CAA y FT, asi como el Pimiento Valenciano entre los de tipo grueso,
ademas de las variedades Bierzo, Espelette, Gernika, Guindilla Ibarra, Padrén, Piquillo

y Serrano por la suma de flavonoides individuales, serian materiales muy adecuados por
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su valor afiadido para ofrecer a los consumidores. La posible seleccion de accesiones
pertenecientes a las especies exoticas ofrece la oportunidad de su incorporacion a
nuevos nichos de mercado con el valor afiadido de su apariencia exdtica y sus altos
niveles en compuestos bioactivos bajo practicas ecoldgicas. De esta manera, potenciales
selecciones dentro de C. chinense serian Aji Dulce, ECU-973 y ECU-994, dentro de C.
baccatum BOL-37R y para C. frutescens BOL-144.

Considerando el estado maduro, dentro de C. annuum las accesiones Bola, Chimayo,
Di Senise, Doux Long des Landes, Espelette, Gernika, Guindilla Ibarra, Mojo Palmero,
Numex 6-4, Numex Big Jim, Pasilla, Padron, Petit Marsellais y Piquillo, asi como
Najerano y Bierzo dentro los de tipo grueso, serian las mas adecuadas para seleccionar
en este estado comercial por sus valores de CAA y FT, ademéas Bierzo, Espelette,
Gernika, Guindilla Ibarra, Jalapefio M, Mojo Palmero, Numex Big Jim, Padrén y
Serrano también destacaron por la suma de flavonoides individuales. Dentro de las
especies exoticas y por sus valores en CAA y FT para C. chinense las accesiones PlI-
152225, ECU-994, para C. frutescens BOL-144 y dentro de C. baccatum BOL-58,
destacando esta ultima también por la suma de flavonoides individuales. La mayoria de
los materiales mencionados también mostraron valores altos de los compuestos
nutricionales en el cultivo convencional, lo que sugiere una amplia adaptacion a otras

condiciones de cultivo, incluyendo otros sistemas alternativos.

Ademas, las accesiones Bierzo, Chimayo, Di Senise, Espellete, Gernika, Guindilla
Ibarra, Mojo Palmero, Padrén, Pasilla, Petit Marsellais, Piquillo y las exdticas ECU-994
y BOL-144 mostraron niveles destacables de estos compuestos bioactivos
independientemente del estado de maduracién, pudiendo ser recomendadas para la

produccion de frutos de alta calidad en ambos estados.

Por otro lado, el perfil volatil de cada variedad resultdé Gnico y de interés por si
mismo. Sin embargo, una potencial seleccion en funcién de criterios estrictamente
cuantitativos seria posible. De esta manera, se pudieron diferenciar variedades con un
numero predominante de voléatiles con contenido significativamente mayor en el cultivo
ecologico respecto al convencional. En el caso del estado inmaduro destacaron las
accesiones pertenecientes a C. annuum Bola, Guindilla Ibarra, Jalapefio M, Piquillo y
Serrano y las exoticas BOL-58, ECU-994 y BOL-144. Para el estado maduro destacaron
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nuevamente Bola, Jalapefio M, Piquillo y Serrano, junto con Mojo Palmero, Numex Big
Jim y nuevamente la ex6tica BOL-144.

Finalmente, la variacion de la actividad enzimética para cada fase fue apreciable,
adicionalmente a la variacion segun el factor genotipo y su interaccion con el sistema.
Asi, los genotipos con mayor actividad fosfatasa alcalina en fase intermedia fueron
Chile de Arbol y Ancho en cultivo ecoldgico y Mojo Palmero y Numex 6-4 en cultivo
convencional; en fase final entre plantas Espelette, BOL-58 y Chile de Arbol en cultivo
convencional y Arnoia en cultivo ecoldgico; y en fase final en rizosfera BOL-58 y
ECU-994 en cultivo ecoldgico y BOL-37R y Bierzo en cultivo convencional. En el caso
de la actividad catalasa, para la fase intermedia predomind la actividad enzimética en la
variedad Ancho en ambos cultivos, ademés de Chile de Arbol y BOL-144 en ecoldgico;
para la fase final, tanto entre plantas y como en rizosfera destacaron igualmente Ancho
y BOL-144 en ecoldgico junto con Cuneo en convencional, ademéas de Chile de Arbol
en el sistema ecoldgico para final entre plantas y Padrdon en sistema ecoldgico para final

en rizosfera.
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En conclusién, los resultados han explicado la contribucion del genotipo, el estado de
maduracion, el sistema de cultivo y sus interacciones en la calidad nutricional
(contenido en &cido ascorbico, carotenoides, fenoles totales y flavonoides individuales)
y organoléptica (compuestos volatiles) para una amplia coleccion de pimientos

Capsicum, incluyendo variedades tradicionales.

Para el estudio del contenido en acido ascérbico, carotenoides y fenoles totales se
encontr6 un amplio rango de variaciones entre las accesiones estudiadas,
independientemente del estado de maduracion y las condiciones de crecimiento (sistema
de cultivo). Los frutos maduros presentaron niveles de los compuestos bioactivos
considerablemente superiores, a excepcion de unas pocas accesiones para el contenido
en fenoles totales. El cultivo ecoldgico proporciond, en general, niveles més altos de

acido ascorbico y compuestos fenolicos en estado maduro.

Existe una amplia variacion de flavonoides individuales dependiendo principalmente
del genotipo, asi como del sistema de cultivo y su interaccion, para cada estado de
maduracion. En general, a excepcion de unos pocos casos, la luteolina tuvo la mayor
contribucion al total de flavonoides en pimiento para ambos estados de maduracion,
seguido de la quercetina y la miricetina, y en menor medida por la apigenina y el
kenferol. El estado de maduracion determind notablemente el contenido de flavonoides.
En general, el proceso de maduracién aumentd el nivel de flavonoides y, concretamente,
el cultivo ecoldgico favorecio significativamente la acumulacion de flavonoides totales
y luteolina durante la maduracion. Se detectaron correlaciones entre los flavonoides en
ambos estados de maduracion, especialmente entre los principales flavonoides, luteolina
y quercetina, y entre la quercetina y el kenferol, lo cual permitiria selecciones positivas

indirectas.

La notable interaccion genotipo x sistema de cultivo para el contenido en &cido
ascorbico y fenoles totales, y en menor intensidad para el contenido en flavonoides
individuales, permitié la seleccion de accesiones con alto rendimiento en estos
compuestos bajo condiciones de cultivo ecoldgico en ambos estados de maduracion. Por
el contrario, los efectos del sistema de cultivo y la interaccién genotipo x sistema de
cultivo no resultaron significativos en los niveles de carotenoides, cuya variacion se

debio principalmente al factor genotipo.
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Se encontraron amplias diferencias cuantitativas y cualitativas entre el perfil volétil
de los frutos de pimiento, dependiendo principalmente del factor genético y la etapa de
maduracion, mientras que el sistema de cultivo afectd significativamente a algunos
compuestos volatiles. Los cambios en el perfil volatil con la maduracion fueron
evidentes y muy diversos segun el genotipo. En general, el sistema de cultivo ecoldgico
favorecio la acumulacion de compuestos volatiles en ambos estados de maduracion y

durante el proceso de maduracion.

Las actividades enzimaticas fosfatasa alcalina y catalasa aumentaron durante la fase
de cultivo, con actividades méaximas generales en la fase intermedia, especialmente para
la fosfatasa alcalina. El sistema de cultivo tuvo una mayor contribucion a la variacion,
resultando significativo y superior para el sistema convencional en fase intermedia para
ambas actividades y estando generalmente seguido del factor genotipo, significativo
para la fosfatasa alcalina en fase intermedia. La interaccion genotipo x sistema de cultivo
permitiria seleccionar variedades con valores superiores de actividades enzimaéticas

fosfatasa alcalina y catalasa en el sistema de cultivo ecoldgico.

Los resultados de este trabajo proporcionaran informacion de especial utilidad para
programas de investigacion en hortalizas de alto valor afiadido y programas de mejora
de la calidad en agricultura ecoldgica, asi como para el control de autenticidad de

variedades tradicionales.



Conclusiones |

In conclusion, the results have explained the contribution of the genotype, the
ripening stage, the growing system and their interactions in the nutritional quality
(content of ascorbic acid, carotenoids, total phenolics and individual flavonoids) and
organoleptic (volatile compounds) for a wide collection of Capsicum peppers, including

traditional varieties.

For the study of the content of ascorbic acid, carotenoids and total phenolics, a wide
range of variations was found among the accessions studied, regardless of the ripening
stage and the growing conditions (growing system). Ripe fruits presented considerably
higher levels of bioactive compounds, except for a few accessions for total phenolics
content. Organic cultivation generally provided higher levels of ascorbic acid and
phenolic compounds in the fully ripe stage.

There is a wide variation of individual flavonoids depending mainly on the genotype,
as well as the growing system and its interaction, for each ripening stage. In general,
except for a few cases, luteolin had the highest contribution to total flavonoids in pepper
for both ripening stages, followed by quercetin and myricetin, and to a lesser extent by
apigenin and kenferol. The ripening stage highly determined the content of flavonoids.
In general, the ripening process increased the level of flavonoids and, specifically,
organic farming significantly favoured the accumulation of total flavonoids and luteolin
during ripening. Correlations were detected between flavonoids in both ripening stages,
especially between the main flavonoids, luteolin and quercetin, and between quercetin
and kenferol, which would allow indirect positive selections.

The remarkable genotype x growing system interaction for the content of ascorbic
acid and total phenolics, and to a lesser extent for the content of individual flavonoids,
allowed the selection of accessions with high yields in these compounds under organic
cultivation conditions in both ripening stages. On the contrary, the effects of the
growing system and the genotype x growing system interaction were not significant in
carotenoid levels, whose variation was mainly due to the genotype factor.

Wide quantitative and qualitative differences were found between the volatile profile
of pepper fruits, depending mainly on the genetic factor and the ripening stage, while
the growing system significantly affected some volatile compounds. The changes in the

volatile profile with ripening were noticeable and very diverse depending on the
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genotype. In general, the organic farming system favoured the accumulation of volatile
compounds in both ripening stages and during the ripening process.

Alkaline phosphatase and catalase enzymatic activities increased during the
cultivation phase, with average maximum activities in the intermediate phase, especially
for alkaline phosphatase. The growing system had a higher contribution to the variation,
being significant and superior for the conventional growing system in the intermediate
phase for both activities and being generally followed by the genotype factor,
significant for alkaline phosphatase in the intermediate phase. The genotype x growing
system interaction would allow the selection of varieties with higher values of alkaline

phosphatase and catalase enzymatic activities in the organic growing system.

The results of this work will provide information of special utility for research
programs in high added value vegetables and quality improvement programs in organic
farming, as well as for the authenticity control of traditional varieties.
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Anexos |

Material vegetal general

Para el desarrollo de esta tesis se utilizé una coleccion de 38 accesiones de especies
cultivadas de Capsicum, con una alta diversidad de tipos varietales (Tabla anexa 1).
Esta coleccion incluye diversas variedades tradicionales o ecotipos espafioles con
Denominacién de Origen Protegida (DOP) y con Indicacion Geogréafica Protegida
(IGP), ademas de variedades y ecotipos de otros paises. La coleccion esta compuesta
principalmente por accesiones C. annuum (31 accesiones), y también se incluyen las

especies exoticas C. baccatum (2), C. chinense (4) y C. frutescens (1).

La eleccion de estos materiales se ha hecho en funcion de sus caracteristicas
morfoldgicas, usos y procedencias, para conseguir una coleccion que relna una alta
diversidad y que sea representativa del panorama general del género Capsicum, en
concreto de la especie C. annuum, de mayor distribucion. De esta manera, la coleccién
incluye especies utilizadas en ambos estados de maduracion comercial (verde vy
rojo/amarillo/anaranjado/chocolate), con uso culinario en fresco y también empleadas

en la industria de deshidratado, conservera y procesado.

Estos materiales se evaluaron en varios afios, en dos sistemas de cultivo (ecoldgico y
convencional) y en ambos estados de maduracion comercial (verde y rojo). El elevado
nimero de muestras que resulta de la multiplicacién por cada uno de estos factores
obliga a una seleccion de esta coleccion para cada trabajo, atendiendo a la dificultad de
los procedimientos analiticos de cada uno (Tabla anexa 1). Para todos los analisis de los

trabajos, los frutos provenian de las mismas plantas.

Para el Capitulo 1 (Calidad nutricional en el cultivo de pimiento bajo condiciones de
cultivo ecoldgico) se utilizaron un total de 37 accesiones en el trabajo de evaluacion de
los compuestos bioactivos acido ascorbico, compuestos fendlicos y carotenoides por
métodos espectrofotométricos (Response to organic cultivation of heirloom Capsicum
peppers: variation in the level of bioactive compounds and effect of ripening) y para el
analisis de flavonoides individuales mediante HPLC (Variation of flavonoids in a
collection of peppers (Capsicum sp.) under organic and conventional cultivation: effect
of the genotype, ripening stage and growing system) se hizo una seleccion de 14
accesiones dada la mayor complejidad y coste de estos analisis (Tabla anexa 1). De
manera analoga, en el Capitulo 2 (Calidad organoléptica en el cultivo de pimiento bajo
condiciones de cultivo ecologico), para el estudio del perfil volatil (Effect of organic
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farming and fruit ripening in the volatile composition of Capsicum peppers analysed by
headspace/solid phase micro-extraction) se hizo una seleccion de 11 accesiones, dada la
mayor dificultad de este procedimiento (Tabla anexa 1). En el Capitulo 3 (Estudio de la
actividad enzimatica en el cultivo de pimiento bajo condiciones de cultivo ecolégico) el
estudio de la calidad del suelo a través de la medida de la fertilidad bioldgica (Estudio
preliminar de la actividad enzimética fosfatasa alcalina y catalasa en cultivos
ecologico y convencional de ecotipos de pimiento (Capsicum sp.).) permitié aumentar el

numero de accesiones seleccionadas a 24 (Tabla anexa 1).



Tabla anexa 1. Origen y caracteristicas de las accesiones Capsicum empleadas en los trabajos de la tesis.

Anexos |

Longitud/ancho

Variedad/accesion Origen Color Mesocarpio Forma (Pochard) (mm) Peso (g) Trabajos!
C. annuum
Ancho Puebla (Mexico) Rojo oscuro  Medio Triangular (C4) 70/45 25-50 l.a/3d
Arnoia IGP Pemento da Arnoia. Ourense, Galicia (Espafia) Roijo Medio Alargada (B3) 75/48 25-50 1l.a/3.d
Berbere Ethiopia. Reimer’s Seeds Co. Rojo Fino, seco Alargada (B4) 68/18 <10 la
Bierzo Cons. Reg. IGP Pimiento Asado Bierzo. Carracedelo, Ledn (Espafia) Roijo Grueso, carnoso  Cénica/corazén (P) 104/94 100-200 1l.a-b/3.d
Bola Cons. Reg. DOP Pimentdn Murcia. Totana, Murcia (Espafia) Rojo oscuro  Fino, seco Redondeada (N) 35/41 10-25  l.a-b/2.c/3.d
CW Aguila F1 Syngenta Seeds Espafia Rojo palido  Grueso, carnoso  Cuadrada (A1-A2) 112/97 200-300 1l.a
CW linea de mejora COMAV Institute. Valencia (Espafia) Roio Grueso, carnoso  Cuadrada (A1-A2) 119/105 200-300 1l.a
Chile de Arbol Mexico. Reimer’s Seeds Co. Rojo Fino, seco Muy alargada (C1) 75/10 <10 l.a/3.d
Chimayo Chimayo, New Mexico (USA) Roio Medio Alargada (C2-C3) 141/32 25-50 la
Cuneo S. Lanteri. Torino, Piedmont (lItaly) Amarillo Grueso, carnoso  Cuadrada (A2) 115/109 >250 l.a/3.d
Di Senise S. Lanteri. IGP Peperone di Senise. Senise, Potenza (Italy) Rojo oscuro  Fino, seco Alargada (C2) 152/37 25-50 l.a/3.d
Doux Long des Landes Francoise Jourdan. INRA Geves (France) Rojo Medio Muy alargada (C1) 156/23 25-75 l.a/2.c/3.d
Espelette Francoise Jourdan. Type IGP Piment d”Espellette. INRA Geves (France) Rojo oscuro  Fino, seco Alargada (C3) 138/29 25-50 l.a-b/3.d
Gernika I. Ruiz de Galarreta. IGP Gernikako Piperra. NEIKER, Euskadi (Espafia) Rojo oscuro  Fino, seco Alargada (C2) 84/32 25-50 l.a-b/3.d
Guindilla Ibarra |. Ruiz de Galarreta. EUSKO-Quality Label. NEIKER, Euskadi (Espafia) Rojo Fino, seco Muy alargada (C1) 139/11 <10 l.a-b/2.c/3.d
Jalapa F1 P.W. Bosland. NMSU, Las Cruces, New Mexico (USA) Rojo palido  Grueso, carnoso  Alargada (B4) 75/21 10-25 la
Jalapefio Candelaria P.W. Bosland. NMSU, Las Cruces, New Mexico (USA) Rojo palido  Grueso, carnoso  Alargada (B4) 68/22 10-25 la
Jalapefio Espinalteco P.W. Bosland. NMSU, Las Cruces, New Mexico (USA) Rojo palido  Grueso, carnoso  Alargada (B4) 78/22 10-25 la
Jalapefio M Reimer Seeds (USA) Rojo Grueso, carnoso  Alargada (B4) 65/31 10-25 1.b/2.c
Mojo Palmero Reserva Mundial de la Biosfera. La Palma, Canary Islands (Espafia) Rojo oscuro  Fino, seco Alargada (C2) 56/21 10-25 l.a-b/2.c/3.d
Najerano Cons. Reg. IGP Pimiento Riojano. Logrofio, La Rioja (Espafia) Rojo Grueso, carnoso  Triangular alargada (C3) 146/68 150-250 1.a/3.d
Numex 6-4 P.W. Bosland. NMSU, Las Cruces, New Mexico (USA) Rojo palido  Medio Alargada (C2) 225/36 50-200 1.a/3d
Numex Big Jim P.W. Bosland. NMSU, Las Cruces, New Mexico (USA) Rojo Medio Alargada (C2) 215/34 50-200 1l.a-b/2.c
Numex Conquistador ~ P.W. Bosland. NMSU, Las Cruces, New Mexico (USA) Rojo Medio Alargada (C2) 231/32 50-200 1.a/3d
Padron Cons. Reg. DOP Pemento Herbon. Corufia/Pontevedra, Galicia (Espafia) Rojo Fino, seco Alargada (B4) 65/26 <10 l.a-b/3.d
Pasilla Mexico. Reimer’s Seeds Co. Marrén Fino, seco Muy alargada (C1) 210/25 10-25 1l.a/3.d
Petit Marsellais Francoise Jourdan. INRA Geves (France) Naranja Fino, seco Alargada (B2) 75/42 10-25 1l.a/3.d
Pimiento Valenciano COMAV Institute. Valencia (Espafia) Rojo Grueso, carnoso  (Bell) Alargada (B1) 162/73 >250 l.a-b
Piquillo Cons. Reg. DOP Pimiento Piquillo de Lodosa. Lodosa, Navarra (Espafia) Rojo oscuro  Medio Triangular (C4) 94/48 50-100 1l.a-b/2.c/3.d
Serrano Criollo COMAV Institute. Valencia (Espafia) Rojo Fino, seco Alargada (B4) 38/14 <10 la
Serrano Mexico. Reimer’s Seeds Co. Rojo Medio Alargada (B4) 35/16 <10 l.a-b/2.c
Capsicum baccatum
BOL-37R Sillane. Chuguisaca (Bolivia) Rojo Medio Alargada 105/26 5-15 l.a/3d
BOL-58 Cochabamba. Cochabamba (Bolivia) Rojo oscuro  Fino, seco Alargada 70/15 5-10 l.a-b/2.c/3.d
Capsicum chinense
Aiji dulce Caracas (Venezuela) Rojo palido  Fino, seco Aplanada 20/35 5-10 l.a/3d
ECU-973 El Chaco, Napo (Ecuador) Rojo Fino, seco Alargada 44/12 5-10 la
ECU-994 Archidona, Napo (Ecuador) Rojo Fino, seco Triangular 42/15 5-10 l.a-b/2.c/3.d
PI1-152225 COMAV Institute. USDA (USA) Rojo oscuro  Fino, seco Alargada 40/11 5-10 la
Capsicum frutescens
BOL-144 Yapacani. Santa Cruz (Bolivia) Rojo Fino, seco Muy alargada 26/6 1-3 1.a/2.c/3.d

Capitulos (1, 2, 3) y trabajos (a, b, ¢, d) donde se han empleado los materiales.
Capitulo 1. a: Response to organic cultivation of heirloom Capsicum peppers: variation in the level of bioactive compounds and effect of ripening; b: Variation of flavonoids in a collection of peppers (Capsicum sp.)
under organic and conventional cultivation: effect of the genotype, ripening stage and growing system; Capitulo 2. c: Effect of organic farming and fruit ripening in the volatile composition of Capsicum peppers
analysed by headspace/solid phase micro-extraction; Capitulo 3. d: Estudio preliminar de la actividad enzimética fosfatasa alcalina y catalasa en cultivos ecolégico y convencional de ecotipos de pimiento (Capsicum

sp.).
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