UNIVERSITAT POLITECNICA DE VALENCIA

ESCUELA TECNICA SUPERIOR DE INGENIERIA AGRONOMICA
Y DEL MEDIO NATURAL (ETSIAMN)

COMPUESTOS BIOACTIVOS EN PIMIENTOS
TRADICIONALES EN DIFERENTES
CONDICIONES DE CULTIVO

TRABAJO FINAL DE GRADO EN BIOTECNOLOGIA
Curso académico: 2018/2019

ALUMNO: JOSE ANTONIO CASTELLANOS RUIZ
TUTORA: ANA MARIA FITA FERNANDEZ
COTUTORA: ANA MARIA ADALID MARTINEZ

Licencia: Creative Commons
©080

VALENCIA, 29 DE JULIO DE 2019




BIOACTIVE COMPOUNDS IN TRADITIONAL PEPPERS IN DIFFERENT CULTURE
CONDITIONS

ABSTRACT

Spain is the fifth ranked country in fresh consumption pepper (Capsicum
annuum L.) production in the word. In addition, it is a center of diversity of this species
and it presents a multitude of traditional varieties adapted to different agroclimatic
regions. Peppers contain a lot of bioactive compounds (ascorbic acid, carotenoids and
phenolic compounds) that provide them a high added value. There is not much
information about compound levels, environmental effects or self improvement of these
traditional Spanish varieties.

This task target was to evaluate quercetin, luteolin, myricetin, apigenin and
kaempferol flavonoid levels in traditional varieties and their hybrids as well as the
environmental effects over these compounds. Different plants of different varieties were
cultivated in two places, Pilar de la Horadada (protected crop) and Puerto de Sagunto
(outdoors), by two kind of alternative crops, conventional crop and ecologic crop.
Flavonoid levels were determined in mature fruits and were analized by HPLC.

The results showed that quercetin (1.2 mg/g dry weight) and luteolin (64.7 ug/g
dry weight) were the most abundant flavonoids in analized peppers, giving higher
levels than bibliography described ones. On the other hand, flavonoid levels were
highly influenced by the environment where the plants were grown, generally being
(although there existed genotype interaction by environment) outdoors culture the most
favorable condition for its accumulation, regardless of ecological or conventional
management. However, there were high flavonoid levels in Pilar de la Horadada
protected crops by ecological management. There were also large differences in
flavonoid accumulations between different genotypes. It was observed there were
genotypes with very variable responses depending on the culture such as Piquillo and
Najerano, while others were more stable, such as Largo de Reus, Cuatro cantos and
Morro de vaca.

In general, the content of flavonoids in hybrids was lower than their medium
parental ones. Nevertheless, some hybrids showed higher levels in some specific
environmental conditions. Hybrid from Valenciano x CW (4) improved the content of
quercetin in all environments analyzed except in the conventional Pilar de la Horadada
culture that was similar. In addition, this hybrid had similar values to its medium
parental in conventional culture, while in both locations were significantly higher in
organic crops, highlighting that the content doubled in Pilar de la Horadada.

Therefore, it would be interesting to take advantage of the transgressive effects
observed in some hybrids to carry out improvement programs, whenever it is possible
to minimize the observed environmental influence.
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quality.
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COMPUESTOS BIOACTIVOS EN PIMIENTOS TRADICIONALES EN DIFERENTES
CONDICIONES DE CULTIVO

RESUMEN

Espafia es el quinto pais con mayor produccién mundial de pimiento (Capsicum
annuum L.) para consumo fresco. Ademas, es un centro de diversidad de esta
especie, presentando multitud de variedades tradicionales adaptadas a diferentes
regiones agroclimaticas. Los pimientos se caracterizan por contener multitud de
compuestos bioactivos (acido ascoérbico, carotenoides y compuestos fendlicos) que le
proporcionan un alto valor afiadido. No existe mucha informacién de variedades
tradicionales espafiolas sobre los niveles de dichos compuestos, el efecto del
ambiente, y las posibilidades de mejora sobre los mismos.

El objetivo del trabajo fue evaluar los niveles de los flavonoides quercetina,
luteolina, miricetina, apigenina y kaempferol en variedades de pimientos tradicionales y
sus hibridos, asi como analizar el efecto ambiental sobre estos compuestos. Para ello,
se cultivaron las plantas de las distintas variedades en dos localidades, Pilar de la
Horadada (cultivo protegido) y Puerto de Sagunto (al aire libre), bajo dos manejos de
cultivo alternativos, cultivo convencional y cultivo ecolégico. Los niveles de flavonoides
se determinaron en frutos maduros y se analizaron mediante HPLC.

Los resultados mostraron que los flavonoides mas abundantes en los pimientos
analizados fueron la quercetina (1,2 mg/g de peso seco) y la luteolina (64,7 ug/g peso
seco), tomando valores superiores a los descritos en la bibliografia. Por otro lado, los
niveles de flavonoides se vieron altamente influenciados por el ambiente en el que se
cultivaron las plantas, siendo, en general (aunque existid interaccibn genotipo x
ambiente) el cultivo al aire libre la condicion méas favorable para su acumulacion,
independientemente del manejo ecoldgico o convencional. Sin embargo, en el cultivo
protegido (Pilar de la Horadada) se obtuvieron mayores niveles de flavonoides en el
manejo ecoldgico. También se observaron grandes diferencias en la acumulacién de
flavonoides entre los distintos genotipos. Se observé que existian genotipos con
respuestas muy variables dependiendo del cultivo como Piquillo y Najerano, mientras
gue otros eras mas estables, como Largo de Reus, Cuatro cantos y Morro de vaca.

En general, el contenido de flavonoides en los hibridos fue inferior al de su
parental medio. Sin embargo, algunos hibridos mostraron niveles superiores en
algunas condiciones ambientales especificas. El hibrido procedente del cruce
Valenciano x CW (4) mejoré el contenido de quercetina en todos los ambientes
analizados menos en el cultivo convencional de Pilar de la Horadada que fue similar.
Ademas, este hibrido tuvo valores similares al de su parental medio en los cultivos
convencionales, mientras que en los cultivos ecoldgicos de ambas localidades fueron
significativamente superiores, destacando que en Pilar de la Horadada el contenido se
duplicé.

Por tanto, seria interesante aprovechar los efectos transgresivos observados
en algunos hibridos para llevar a cabo programas de mejora, siempre que sea posible
minimizar la influencia ambiental observada.

Palabras clave: Capsicum annuum, polifenoles, flavonoides, quercetina, cultivo
ecoldgico, calidad.
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1. INTRODUCCION

1.1. Origen, domesticacion y taxonomia del pimiento (Capsicum spp.)

El pimiento (Capsicum annuum) también conocido como chile o aji (Tabla 1)
pertenece a la familia de las Solanidceas que se caracteriza por ser una familia
compleja que incluye 98 géneros y 2716 especies (Olsmstead y Bohs, 2007). El
género Capsicum surgid en América del Sur, concretamente en Bolivia y esta
compuesto por unas 30 especies distintas (Eshbaugh, 1993). El descubrimiento de
microfésiles arqueoldgicos procedentes de pimiento en América del Sur y América
Central, estima la domesticacion del género hace mas de 6000 afios (Perry et al.,
2007).

Tabla 1. Clasificacién taxonémica del pimiento (Nuez et al., 2003).

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Asteridae
Orden Solanales
Familia Solanaceae
Subfamilia Solanoideae
Género Capsicum

Al hablar de pimientos se incluyen cinco especies domesticadas (C. annuum,
C. baccatum, C. chinese, C. frutescens y C. pubescens) destacando la especie C.
annuum cuyas variedades estan distribuidas por todo el mundo (Eshbaugh, 1993).

Durante el proceso de domesticacién del pimiento, se seleccionaron dos rasgos
fundamentales para su cultivo: fruto no caducifolio que permanece en la planta hasta
su cosecha y cambio en la posicion del fruto de erecto a colgante. De esta forma, el
cambio en la posicion del fruto propici6 mejoras en cuanto al tamafio del fruto,
proteccién frente a la exposicion del sol y al ataque por parte de las aves. Ademas, se
mejord la apariencia de los frutos y se redujo el nivel de pungencia o picor. Por otro
lado, mediante el proceso de seleccion tambien se obtuvieron frutos de pimientos de
color amarillo, naranja, marrén y rojo presente en todas las especies de pimiento
cultivadas (Paran y var der Knaap, 2007).

El cultivo del pimiento llegb a Espafia a finales del siglo XV con el
descubrimiento de América. Desde entonces, los productores han seleccionado
distintas variedades de pimiento en funcion de la calidad nutricional y produccion,
dando como resultado un gran nimero de cultivares que difieren entre ellos en las
propiedades morfoldgicas y organolépticas (Guil-Guerrero et al., 2006).

La especie C. annuum se caracteriza por tener flores solitarias en cada nudo,
ocasionalmente fasciculadas. La corola es de color blanca o purpura y suele presentar
los pétalos rectos. Los frutos tienen un espesor de carne muy variable (Figura 1) y las
semillas son de color paja. Su namero cromosomico es 2n=24 (Esbaugh, 2012).
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Figura 1. Diversidad de frutos de la especie Capsicum annuum (Gimeno, 2014)

Segun la publicacion de Rodriguez-Burruezo et al., (2016), los pimientos se
pueden clasificar en 9 grupos. Las variedades empleadas en nuestro experimento
pertenecen al grupo Morrén de cascos (pimientos de carne gruesa, lisos y no
deprimidos), Morrén Valenciano, Morrén de bola (morfologia redonda y de tamafio
pequefio), Piquillo (morfologia triangular y de tamafio pequefio) y otros pimientos de
carne gruesa (morfologia triangular y tamafio medio-largo).

1.2. Importancia socioeconOmica

El cultivo del pimiento es muy importante en el ambito social y econémico. Esta
muy distribuido por todo el mundo y su produccion total es de 40.718.464 toneladas
cultivadas en un area de 3.843.700 hectareas (FAO, 2017). Se puede consumir en
fresco, para pimentén y para conserva, lo que provoca el aumento de la produccion de
pimiento cada afio.

Si analizamos por separado los usos principales del pimiento, como producto
seco y producto fresco, observamos que el mayor productor a nivel mundial de
pimientos en seco es India, seguido por Tailandia y China. En el consumo fresco del
pimiento, el mayor productor es China con un 58% de la produccion mundial, seguido
por México, Turquia e Indonesia. Cabe destacar que, Espafa es el quinto pais con
mayor produccion mundial de pimiento para consumo fresco generando 1.277.908
toneladas de frutos (Figura 2).
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Figura 2. Graficas porcentuales de la produccion de pimiento en seco y fresco a nivel mundial
(FAO, 2017)
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A nivel Europeo (Figura 3), Rumania es el mayor productor de pimiento para
consumo en seco, con una producciéon de 46.927 toneladas en el afio 2017. En este
ambito, Espafia es el cuarto pais con mayor produccidén para consumo en seco, ya que
genera 5.638 toneladas de fruto.

Figura 3. Produccién europea de pimiento en seco y fresco (FAO, 2017)
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En Espafia, podemos diferenciar entre dos bloques productores de pimiento. El
primero, se corresponde con la zona costera del Mar Mediterraneo y engloba Almeria,
Murcia, Alicante, Valencia y Barcelona. El area cultivada es muy amplia dado que el
objetivo es tener producciones muy altas para su exportacion a otro pais. La provincia
de Almeria destaca por la gran cantidad de fruto de pimiento que exporta, debido a
que en el afio 2016 fueron 500.000 toneladas exportadas. El segundo bloque engloba
el resto de provincias mas céntricas cuya produccién es directamente proporcional al
consumo (Figura 4).
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Figura 4. Datos de exportacion de pimientos por provincias (HORTOINFO, 2017)

En las provincias situadas al lado del mar Mediterraneo, la especie cultivada
que predomina es C. annuum, concretamente las variedades California Wonder del
tipo morrén y los pimientos dulces italianos tanto para consumir en la peninsula como

3
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para exportacion. En estas zonas, la técnica de produccién esta muy perfeccionada y
se consiguen niveles de fruto muy altos debido al uso de invernaderos (Nuez et al.,
2003).

En la actualidad, Espafia es un centro de diversidad de esta especie, con
capacidad de ofrecernos muchas variedades locales y ecotipos que han surgido
debido a la diversidad de condiciones agroclimaticas y el proceso de adaptacién y
reproduccion tradicional llevado a cabo por generaciones de agricultores. Por esta
razobn, en nuestro pais, C. annuum es la verdura con mayor numero de
denominaciones de origen protegidas (DOP) e indicaciones geograficas protegidas
(IGP) (Rodriguez-Burruezo et al., 2016), concedidas por la Unién Europea, como
Piquillo de Lodosa, Pimiento Riojano, Asado del Bierzo, Pimiento de Padron, Pimiento
de Gernika y Pimenton de la Vera. A dia de hoy, los pimientos mas importantes en el
ambito econdmico y por tanto, los que mas se consumen en todo el mundo son los
pimientos frescos no picantes, que pertenecen mayoritariamente a la especie C.
annuum (Bosland y Votaba, 2000).

De las cinco especies cultivadas del género Capsicum, destacamos la especie
C. annuum que tiene la capacidad de cultivarse en todo el mundo debido a las
multiples variedades que engloba con capacidad para adaptarse a infinidad de
condiciones agroclimaticas (Gonzalez et al., 2014). Esta especie se caracteriza ser un
cultivo con mucha importancia a nivel mundial y su comercializacion se puede llevar a
cabo en distintas etapas de maduracién. Ademas, se puede consumir en fresco, en
conservas y en especias, es decir, emplearse como verdura o como especia, por lo
que aparece incluido en muchas recetas (Hill et al., 2013).

1.3. Calidad del pimiento
1.3.1. Calidad externa

Como ya se ha comentado, la especie C. annuum engloba muchas variedades
por lo que se caracteriza por presentar mucha diversidad (Eshbaugh, 1993). Cada una
de ellas tiene caracteristicas externas distintas, destacando la forma, el tamafio y el
color como los caracteres mas representativos de la calidad externa del fruto. A pesar
de que el rendimiento y la resistencia a enfermedades son las dos propiedades mas
influyentes para las compafiias de semillas en el proceso de seleccion de nuevas
variedades, hay otros parametros importantes que también se incluyen en la calidad
externa del pimiento, como pueden ser la apariencia, el peso unitario y la firmeza
(Tripodi et al., 2018).

1.3.2. Calidad interna

1.3.2.1. Organoléptica

El aroma del fruto de pimiento viene dado por los compuestos organicos
volétiles de bajo peso molecular presentes en su estructura, destacando los
hidrocarburos derivados del isopreno como los compuestos mayoritariamente
responsables del aroma del pimiento (Somos, 1984). El pimiento tiene un aroma
caracteristico fuerte que estd provocado por la alta concentracion de compuestos
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volatiles derivados de pirazina (Kollmannsberger et al., 2011). Sin embargo, ninguno
de estos compuestos aporta valor nutritivo al pimiento.

En cuanto al sabor, hay una clara diferencia entre los pimientos dulces y
picantes. Por un lado, los pimientos dulces deben su sabor caracteristico a los
azlUcares que contiene, mientras que, en los pimientos picantes el sabor tipico de la
capsaicina predomina sobre el sabor aportado por los azlcares, dandole la pungencia
tipica de los pimientos picantes (Diaz et al., 2004).

1.3.2.2. Nutricional

El valor nutricional del pimiento es muy alto debido a que aporta muchos
compuestos esenciales en nuestra dieta que favorecen al correcto funcionamiento del
organismo. Los pimientos son ricos en hitratos de carbono, fibra alimentaria, minerales
y vitaminas.

Macronutrientes (azlcares, lipidos y proteinas)

Los carbohidratos presentes en el pimiento son azlcares reductores, pentosas
y fibra dietética. El 80% de la fibra total se sitla en la piel, mientras que el 20%
restante esta contenido en el pericarpio. El contenido en lipidos es bajo y se divide en
grasas (80%) y glicolipidos (16%) (Bosland y Votava, 2000). Los aminoacidos leucina,
alanina, glutamato y aspartato predominan a nivel proteico y se corresponden con un
17% de peso seco en el pericarpio (Somos, 1984).

Vitaminas

Las vitaminas son componentes esenciales presentes en los alimentos,
destacando las frutas y verduras. En nuestro organismo, actlan como coenzimas y
cofactores, participando en numerosas reacciones metabdlicas, por lo que tienen
funcion reguladora y protectora. Su estructura es muy heterogénea, de forma que se
clasifican atendiendo a su solubilidad. Las vitaminas hidrosolubles son la C y las del
complejo B, mientras que las vitaminas liposolubles son la A, D, E y K (Kuklinski,
2003).

Las vitaminas liposolubles e hidrosolubles tienen que incluirse en la dieta,
debido a que el cuerpo humano presenta sélo presenta reservas de vitaminas
liposolubles en baja cantidad. El fruto de pimiento contiene vitaminas A, C y en menor
medida vitamina E (Bae et al., 2012a).

La vitamina A no esta presente en el fruto, pero si algunos precursores como el
B-caroteno, es una molécula importante para la visiobn humana y para prevenir ciertos
tipos de cancer (Lee et al., 2005). La ausencia de vitamina A inhibe el crecimiento,
provoca el endurecimiento del epitelio en los sistemas respiratorios, visual,
reproductivo y urinario, y afecta a la estructura ésea y dental (Latham, 2002).

El &cido ascérbico o vitamina C es un compuesto antioxidante que intervine en
actividades como la eliminacién de radicales libres, la inhibicion de la peroxidacion de
lipidos y la actividad quelante de metales (Bae et al., 2012a). Su ausencia produce el
escorbuto, una enfermedad que provoca hemorragias frecuentes en las encias y que,
en los pacientes con prondstico grave, puede provocar la muerte. Los frutos de
pimiento presentan contenido muy altos de éacido ascorbico, aumentando el valor
nutricional de esta especie. Aun asi, el contenido es variable dependiendo de algunos
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factores como el estado de maduracion, siendo los frutos maduros los mas ricos en
vitamina C (Bosland y Votaba, 2000). Ademas, esta implicada en multitud de funciones
en el cuerpo humano como pueden ser: produccion de colageno (mantiene la
estructura del cuerpo y participa en la cicatrizacion de heridas), mejora la salud de la
piel, retarda enfermedades como la artritis, ayuda al sistema inmunoldgico y estimula
la produccion de varias hormonas (Scott-Moncrieff, 2000).

1.3.2.3. Funcional

Los pimientos son ricos en una amplia diversidad de compuestos bioactivos,
que le confieren un valor afiadido a dicho cultivar (Ribes-Moya et al., 2018) y que no
pueden ser sintetizados por el cuerpo humano (Heim et al., 2002). La genética de
cultivos juega un papel importante en el contenido y en la diversidad de los
compuestos bioactivos generados por la planta (Navarro et al.,, 2005), pero el
contenido final de estos compuestos es variable en funcién del genotipo, madurez del
fruto y condiciones de cultivo (Howard et al., 2000).

El fruto de pimiento es considerado un “superalimento” debido a que presenta
diversos compuestos nutricionales y funcionales, que contribuyen al correcto
funcionamiento del organismo, por lo que son beneficiosos para la salud. La mayoria
de estos compuestos (carotenoides, compuestos fendlicos y vitamina C) tienen
capacidad antioxidante, siendo capaces de eliminar radicales libres de nuestro
organismo (Lee et al., 2005). Los compuestos fendlicos se incluyen en un apartado
diferente para otorgarle la importancia que requieren.

Carotenoides

Los colores amarillo, naranja y rojo caracteristicos del pimiento en sus etapas
de maduracion se deben a la acumulacibn de pigmentos carotenoides
(Ghasemnezhad et al.,, 2011). La especie Capsicum annum L., conocida como
pimiento rojo dulce, presenta un alto contenido en pigmentos carotenoides que le
proporcionan el color rojo caracteristico (Matsufuiji et al., 1998).

En las variedades de pimiento rojo, el carotenoide mayoritario es la capsantina,
que junto que con otros carotenoides oxigenados (capsorrubina y criptocapsina)
exclusivos del género Capsicum tienen capacidad para eliminar radicales libres
(Matsufuji et al., 1998). Ademas, el pimiento también presenta un alto contenido en f3-
caroteno que contribuye a proporcionar el color caracteristico de las variedades, asi
como su importante valor nutricional siendo un precursor de la vitamina A. Otro
carotenoides predominantes en este cultivo son la luteina y zeaxantina, cuya funcion
mas conocida es la de proteger la retina del ojo. La luteina tambien tiene capacidad de
reducir el riesgo de aterosclerosis y enfermedades del corazén (Lee et al., 2005).

1.4. Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos son sintetizados por las plantas como metabolitos
secundarios ante diversas situaciones de estrés abidtico y bidtico. Ademas,
contribuyen al color, sabor y aroma de las frutas y verduras (Espin y Tomas, 2006).

Tienen gran amplitud de funciones biologicas, actuando como fitoalexinas,
insecticidas, atrayentes para los polinizadores, contribuyentes a la pigmentacion,
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antioxidantes y agentes de proteccion frente a la luz UV. Por ello, los compuestos
fendlicos se caracterizan por su implicacion en el crecimiento y reproduccion de las
plantas (Ignat et al., 2011). Muchas de las funciones se deben a su estructura,
conteniendo un anillo aromatico unido a uno o varios grupos hidroxilo (Balasundram et
al., 2006).

Los flavonoides (Figura 5) son compuestos polifendlicos (D’Archivio et al.,
2007) de bajo peso molecular y su estructura esta siempre formada por 15 atomos de
carbono en una combinacion C6 — C3 — C6, formando una estructura de dos anillos
arométicos (A y B). Por una parte, el anillo aromatico A proviene de la via del
acetato/malonato, mientras que el anillo B tiene su origen en la via del shikimato a
través de la fenilalanina. Los anillos arométicos A y B permanecen unidos por un
puente de tres carbonos, que generalmente es un anillo heterociclico (anillo C)
(Merken y Beecher, 2000), cuyas variaciones en los patrones de sustitucion originan
las diversas clases de flavonoides (Hollman y Katan, 1999). Sin embargo, los anillos A
y B pueden sufrir sustituciones como oxigenacion, alquilacion, glicosilacién, acilacion y
sulfonacion (Balasundram et al., 2006), dando lugar a los diferentes compuestos
dentro de cada clase de flavonoides (Pietta, 2000).

3’

Figura 5. Estructura general de los flavonoides (Heim et al., 2002)

Las plantas sintetizan flavonoides como metabolitos secundarios con funcién
protectora frente a la radiacion UV, patégenos y herbivoros. En los humanos, de igual
forma que el &cido ascérbico, los flavonoides muestran efectos beneficiosos, por sus
capacidades antioxidantes, quelantes e inhibidoras de la oxidacion de LDL
(lipoproteinas de baja densidad) que le proporcionan efectos cardioprotectores (Heim
et al., 2002).

Los flavonoides presentan efectos bioquimicos y farmacolégicos, como
antioxidantes, antiinflamatorios y antialérgicos. En nuestro organismo, encontramos
enzimas que debido a la actividad que desempefian, a menudo estan asociadas con el
desarrollo de tumores, como puede ser la prostaglandina sintasa, lipooxigenasa y
ciclooxigenasa. De esta forma, la ingesta de flavonoides procedentes de cultivo como
el pimiento reduce considerablemente el riesgo de padecer cancer. Por otro lado,
también se ha demostrado que el aporte de flavonoides en la dieta contribuye a la
desintoxicacion de sistemas enzimaticos tales como glutation S-transferasa (Lee et al.,
1995) y a evitar la aparicion de enfermedades degenerativas (Deepa et al., 2006).

Ademas, se pueden clasificar en antocianinas, flavonas, isoflavonas,
flavanonas, flavonoles y flavanoles (Tsao y Yang, 2003). En nuestro andlisis, hemos
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trabajado con cinco: miricetina, quercetina, luteolina, kaempferol y apigenina (Figura
6), pertenecientes a la clase de los flavonoles y flavonas (Tabla 2).

Tabla 2. Clasificacion, estructura y patrén de sustitucion de los flavonoides (Heim et al., 2002).

Clase Estructura Flavonoide Patron de sustitucion
o ‘ Miricetina 3,5,7,3,4'5' -OH
FLAVONOLES O | Quercetina 3,5,7,3',4'-OH
OH
8]
o O Kaempferol 3,5,7,4' -OH
FLAVONAS O | Luteolina 5,7,3,4' -OH
Apigenina 5,7,4' -OH
(o}
MIRICETINA QUERCETINA LUTEOLINA
oM o oH
o OH oH
c g LR
| |
OH
KAEMPFEROL APIGENINA

Figura 6. Estructura de los flavonoides analizados (Rice-Evans et al., 1996)

1.5. Mejora genética en el cultivo del pimiento para compuestos
funcionales y cultivo ecoldgico

La mejora genética vegetal aplica los principios de la genética con el fin de
producir variedades con las caracteristicas deseables. Aqui podemos incluir aspectos
como la resistencia a enfermedades, rendimiento, calidad organoléptica y calidad
nutricional (Nazzaro et al., 2009). En la actualidad, el consumidor esta concienciado de
la importancia de tomar alimentos sanos con valor nutricional alto, que le proporcionen
los macronutrientes y micronutrientes necesarios para el correcto funcionamiento de
Su organismo.

La mejora de la calidad funcional se considera un reto en la actualidad, debido
a que el control genético es complejo. Las rutas metabdlicas de produccion de
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carotenoides y compuestos fendlicos estan reguladas por muchos genes. Ademas, la
influencia del ambiente en el contenido de compuestos funcionales en el fruto de
pimiento es alta. A pesar de ello, es necesario el estudio del control genético y del
ambiente con el fin de proporcionar alimentos de calidad superior al consumidor.

Los pimientos son ricos en muchos compuestos bioactivos como &cido
ascorbico, vitamina C y compuestos fendlicos. Sin embargo, la concentracién de estos
compuestos en el fruto de pimiento depende de factores como el genotipo, las
condiciones de cultivo y la madurez del fruto (Howard et al., 2000). El ambiente en el
que se desarrolla el cultivo es un factor muy importante, dado que tiene mucha
influencia en el contenido final de compuestos bioactivos.

En los ultimos afios, la poblacion humana esta incrementando al mismo tiempo
que las zonas urbana se extienden cada vez mas, lo que ha provocado un
desplazamiento y reajuste de los ecosistemas naturales. Por ello, se est4 produciendo
un aumento de la agricultura sostenible y cuidadosa con el medio ambiente. En
Europa, la superficie empleada en agricultura organica se duplic6 pasando de 6,8
millones de hectareas en 2005 a 13,5 millones de hectareas en 2016 (Ribes-Moya et
al., 2018).



OBJETIVOS

2. OBJETIVOS

Teniendo en cuenta lo anteriormente descrito, los objetivos de este trabajo fueron:

Evaluar el efecto del genotipo y del ambiente en el contenido de quercetina,
luteolina, miricetina, apigenina y kaempferol en las variedades de pimiento
distintos controles y parentales de pimiento.

Determinar las condiciones ambientales éptimas para cada variedad con el fin
de maximizar el contenido en flavonoides.

Analizar el contenido de flavonoides en hibridos de pimiento para evaluar el

potencial de los parentales en la mejora del pimiento para niveles
incrementados de flavonoides.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Material vegetal

Todas las entradas evaluadas en este trabajo son distintas variedades de la
especie C. annuum, siendo representativas de la diversidad varietal del fruto y del
origen geografico de dicha especie (Tabla 3). Concretamente, se han evaluado 10
variedades distintas que actian como parentales (Figura 7) y 11 hibridos (Figura 8)
procedentes del cruce entre los diversos parentales. Ademas, el trabajo se ha
complementado con 7 variedades que actian como controles (Figura 9).

Tabla 3. Accesiones, grupo, origen y caracteristicas del fruto.

Caracteristicas del fruto

Peso medio Longitud/Anchura
Forma

Accesion Grupo Origen (9) (mm)
Controles
Cuatro cantos Morron de cascos Valencia Alargado 161,5 190/100
Gordo morro vaca Morrén de cascos Huesca Alargado 152,5 170/60
Gordo Morrén de cascos Zamora Alargado 177,5 170/110
Carmagnola Rosso Morrén de cascos Italia Redondo 189 140/150
Topepo Rosso Morrén de bola Italia Redondo 83 80/80
De Infantes Morrén de cascos Clgf;d Cuadrado 118,5 120/110
Largo de Reus Morron de cascos Barcelona  Alargado 204 230/90
Parentales
Morro de vaca Morrén de cascos Murcia Alargado 92 150/80
Valenciano Morrén Valenciano Valencia Alargado 233,5 180/90
Gordo Morrén de cascos Castellon  Cuadrado 220,5 130/100
De Asar Gordo Najerano Otros de carne gruesa  Vizcaya Triangular 177,5 180/60
Del Bierzo Otros de carne gruesa Ledn Cuadrado 181,5 170/100
Najerano Otros de carne gruesa La Rioja Alargado 170 200/60
Piquillo Ancho/Piquillo Navarra Triangular 27,5 100/50
California Wonder Rojo (2) Morrén de cascos Valencia Cuadrado 109 100/90
California Wonder Rojo (3) Morron de cascos Valencia Redondo 121,5 70/70
California Wonder Rojo (4) Morrén de cascos Valencia Cuadrado 132 130/100
Hibridos
Morro de vaca x California Wonder Rojo (3) Cuadrado 118,5 120/80
Valenciano x California Wonder Rojo (4) Alargado 86,5 150/70
De Asar Gordo Najerano x California Wonder Rojo (4) Triangular 166 150/70
De Asar Gordo Najerano x California Wonder Rojo (2) Cuadrado 179,5 120/90
Del Bierzo x California Wonder Rojo (2) Cuadrado 168 120/90
Del Bierzo x California Wonder Rojo (3) Cuadrado 150,5 130/100
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Del Bierzo x California Wonder Rojo (4) Cuadrado 146 110/100
Najerano x California Wonder Rojo (4) Alargado 157,5 130/70
Piquillo x California Wonder Rojo (2) Triangular 56 100/60
Piquillo x California Wonder Rojo (3) Triangular 61 110/60
Piquillo x California Wonder Rojo (4) Triangular 66 110/60
Parentales
Morro de vaca Valenciano Gordo DAGN

Del Bierzo Najerano Piquillo

California Wonder (4)

Figura 7. Detalle de los parentales analizados
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Hibridos

Morro de vaca x CW (3)

Valenciano x CW (4)

DAGN x CW (4)

DAGN x CW (2)

Del Bierzo x CW (2)

Del Bierzo x CW (3)

Del Bierzo x CW (4)

Najerano x CW (4)

v

Piquillo x CW (2)

Piquillo x CW (3)

Piquillo x CW (4)

Figura 8. Detalle de los hibridos analizados
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Controles

Cuatro cantos Gordo morro vaca Gordo Carmagnola Rojo

Topepo Rosso De Infantes Largo de Reus

Figura 9. Detalle de los controles analizados

3.2. Condiciones de cultivo

Por un lado, una parte de las semillas se sembraron en los semilleros del
COMAYV a 25 °C empleando sustrato universal Neuhaus N3 (70L) cuya composicion
es: 80% de sustrato enriquecido y 20% de perlita para favorecer la aireacion. Ademas,
presenta alta capacidad de retencion de la humedad y su pH oscila entre 5 y 6.
Después de la germinacion, cuando las plantulas tenian 4 hojas verdaderas se
trasplantaron a la parcela situada en el parque natural de Marjal del Moros situada en
la localidad de Sagunto. El cultivo se llevo a cabo al aire libre bajo condiciones de
cultivo de agricultura ecoldgica y convencional. EI marco de plantacion fue de 1 m
entre cada fila y 0.4 m entre cada planta, mientras que el agua de riego procedia del
pozo cercano a la parcela y se suministraba por el método de riego a manta o por
inundacion.

Por otro lado, otra parte de las semillas fueron enviadas a la Cooperativa de
Surinver situada en la localidad de Pilar de la Horadada, perteneciente a la provincia
de Alicante. Alli, se llevo a cabo el proceso de siembra y germinacion de las semillas.
De nuevo, cuando las plantulas tenian 4 hojas verdaderas, se trasplantaron a las
parcelas situadas en dicha localidad. El cultivo se llevé a cabo en invernadero bajo
condiciones de cultivo de agricultura ecoldgica y convencional. El marco de plantacion
fue de 1 m entre filas y 0.4 m entre plantas. El agua de riego procedia del pozo
cercano a la parcela y se suministraba por goteo mediante el método de fertirrigacién
aportando el agua y los nutrientes necesarios al cultivo de forma simultanea.
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3.3. Disefio experimental

Para todos los cultivos de ambas localidades (Pilar de la Horadada y Sagunto)
se llevé a cabo un disefio experimental de blogues partidos. Cada entrada fue
cultivada en 3 bloques distintos y cada bloque fue distribuido al azar en la parcela
correspondiente. Ademas, en cada localidad habia 2 parcelas distintas para separar
los cultivos ecolégicos y convencionales.

En Sagunto, la plantacién tuvo lugar entre los dias 10-17 de abril de 2018,
mientras que en Pilar de la Horadada se llevo a cabo a finales de noviembre y
principios de diciembre.

3.4. Toma de muestras

De cada bloque (3 bloques por parcela y por localidad) se cogié una muestra
representativa (2-3 kg) y se llevd al laboratorio, donde se realiz6 el procesado de la
muestra. Una parte de la muestra se fragment6 para obtener trozos de distintos frutos
de pimientos con el fin de obtener una muestra lo mas representativa posible y se
liofilizo (Figura 10). A continuacion, se molié para pulverizar la muestra con un tamafio
inferior a 0.5 mm empleando un molinillo de andlisis (Figuras 1la y 11b),
concretamente el modelo IKA All basic, con el fin de preparar la muestra para la
extraccién de compuestos bioactivos.

En Sagunto, la recogida se llevé a cabo en la segunda quincena de septiembre
de 2018, mientras que en Pilar de la Horadada fue en el mes de junio de 2018 debido
a que las plantas fueron cultivadas bajo condiciones controladas en invernadero.

L
W
L v

Figura 10. Aparato liofilizador de muestras
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Figura 11a. Molino triturador de muestas. 11b. Cuchilla interior del molino triturador

3.5. Extraccion de flavonoides

Siguiendo del protocolo de Bae et al, (2012a), se prepara la solucion
extrayente (80:20 Metanol:agua miliQ v:v, con 0,1% BHT). El BHT se disuelve en muy
poca cantidad en agua, por lo que inicialmente se disuelve en el metanol, y luego se
afiade poco a poco el agua con cuidado para que no precipite. A continuacion, se
pesan 100 mg de muestra liofilizada en un microtubo (2 ml) y se le afiade 1,5 ml de la
solucién extrayente. Posteriormente, se agitan las muestras con el vortex y se realiza
la extraccién asistida por ultrasonido a 50 °C durante 60 minutos con el sonicador
(Figura 12). Por ultimo, se centrifugan (Figura 13) durante 5 minutos a 10000 rpm.

Figura 13. Centrifuga Eppendorf modelo 5415 D
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3.6. Hidralisis de flavonoides glicosilados

El objetivo de este tratamiento es eliminar los azUcares que aparecen unidos a
los flavonoides de interés de manera frecuente, ya que los flavonoides glicosilados aln
no estan disponibles comercialmente y su determinacién y cuantificacion es un reto.
Por tanto, para la cuantificacion con HPLC es necesario un tratamiento con Acido
clorhidrico 3M (Bae et al., 2012b).

El acido clorhidrico comercial tiene un 37% de pureza, 36.46 g/mol de masa
molar y 1.19 g/ml de densidad.

Para calcular la cantidad de HCI presente en dicha solucibn 3M de HCI, se
emplea la siguiente ecuacion:
HCl g 1mlHCl 100 ml solucién HCI

mol
lHCl =3 —— X% 36,46 X X x lit
m litro sp mol 1,19g 37mlHCI Hros sp

siendo:
ml HCI: mililitros de acido clorhidrico
mol HCI: moles de acido clorhidrico
litro sp: litro de solucién a preparar

Finalmente, se recogen 600 pl de la muestra extraida en microtubos de 2 ml
con tapon de rosca y se afiaden 300 pl de la solucién HCI 3M, para que el extracto
esté a 1M HCI 50:50 meOH:Agua. Los tubos Eppendorf con tapdn de rosca se cierran
y se ponen durante 1 hora en el termoblogue a 95°C para realizar el tratamiento de
hidrdlisis.

3.7. Cromatografia liquida de alta resolucién

Las muestras procedentes de la hidrélisis de azucares unidos a los flavonoides
se pasan por el vértex 3 segundos y se centrifugan durante 5 minutos a 7000 rpm. A
continuacion, se filtran 0,5 ml de la muestra empleando filtros PTFE cuyo tamafio de
poro son 0,22 um y se recoge el filtrado en viales de vidrio ambar a partir de los que el
HPLC toma la muestra para su analisis. El aparato empleado (Figura 14) es un
cromatografo de alta resolucion, concretamente el modelo Agilent 1220 Infinity con
bomba binaria, desgasificador, inyector automatico, horno de columna y detector UV.

Figura 14. Dispositivo HPLC y programa informatico de analisis
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Por lo que respecta a la fase estacionaria, se ha empleado una columna
estacionaria Cig Brisa de la marca Teknokroma cuyo tamafio de particula son 3 um, su
longitud son 150 mm y su didmetro 4.6 mm.

En cuanto a la fase movil, se ha empleado una mezcla en gradiente de dos
fases (A y B) reflejado en la tabla 4, siendo la composicion de la fase movil A: agua
miliQ con 0.1% &cido férmico y de la fase movil B: metanol con 0,1% &cido férmico.
Ademas, el flujo de la fase mévil (0.8 ml/min) es constante durante los 25 minutos del
analisis.

Tabla 4. Variacion de la fase movil en gradiente.

Tiempo (min) A% B%
0 60 40
10 0 100
15 0 100
20 60 40
25 60 40

Atendiendo a otras caracteristicas generales: la columna se mantuvo a 30°C, la
cantidad de muestra inyectada son 10 pl, la longitud de onda a la que se detectan los
compuestos de interés es 360 nm y la presion de inicio es 210 bares.

3.8. Analisis estadistico

Con el objetivo de estudiar los efectos del ambiente, del genotipo y la
interaccion entre ambos se lleva a cabo un analisis de varianza multifactorial (ANOVA)
empleando el programa Statgraphics Centurion XVII. Los ambientes analizados en el
experimento fueron cuatro, debido a que en cada localidad (Pilar de la Horadada y
Puerto de Sagunto) habia dos tipos de cultivo (ecol6gico y convencional). Ademas, se
realizan andlisis de varianza simples para cada uno de los flavonoides analizados en
este trabajo, atendiendo a la localidad y al tipo de cultivo con el fin de seleccionar los
genotipos que mejor se adaptan a las condiciones de cultivo correspondientes. Por
ultimo, se calcula el ratio (Hibrido/Parental medio) para cada condicién ambiental, con
el fin de determinar la influencia de los parentales en el comportamiento del hibrido en
funcion de cada caracter estudiado.
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4. RESULTADOS

Por motivos explicativos, vamos a analizar primero las 17 variedades
correspondientes a los denominados controles y parentales.

4.1. Niveles generales de flavonoides

Los resultados mostraron que la quercetina fue el flavonoide mas abundante en
los pimientos analizados con un contenido medio de 1,2 mg/g de peso seco (Tabla 5).
La luteolina fue el segundo flavonoide mas abundante en las muestras de pimientos
con un valor medio de 64,7 ug/g peso seco. El resto de flavonoides tuvieron
contenidos medios mas bajos (9,6 ug/g peso seco la miricetina, 8,2 ug/g peso seco la
apigenina y 7,7 ug/g peso seco el kaempferol). El rango de variacion de dichos
compuestos fue amplio, ya que los contenidos eran variables entre las distintas
accesiones y ambientes.

Tabla 5. Valores del contenido medio, minimo y maximo de los flavonoides.

Media Minimo Maximo
Quercetina (mg/g peso seco) 1,2 0,8 2,2
Luteolina (ng/g peso seco) 64,7 42,8 113,7
Miricetina (ug g peso seco) 9,6 8,1 11,7
Apigenina (pug g peso seco) 8,2 3,8 16,3
Kaempferol (g g peso seco) 7,7 4,2 13,1

4.2. Efecto del ambiente y del genotipo en el contenido de flavonoides

El analisis de varianza (Tabla 6) revel6 una contribucion significativa del
ambiente y del genotipo para la variacion observada en el contenido de todos los
flavonoides analizados. Las condiciones ambientales del estudio fueron cuatro
distintas, ya que hay dos localidades (Pilar de la Horadada y Puerto de Sagunto) y dos
tipos de cultivo (convencional y ecolégico) para cada una de ellas. Ademas, la
interaccion entre los factores ambiente y genotipo también contribuyé de forma
significativa en las diferencias observadas para el contenido de todos los flavonoides
analizados menos de la apigenina. No obstante, la contribucién de cada factor a la
variacion observada fue distinta. Atendiendo al valor de los cuadrados medios, el
ambiente fue el factor mas influyente para la variacion observada en el contenido de
todos los flavonoides analizados menos de la apigenina, seguido en menor proporcién
por el efecto del genotipo y la interaccion ambiente x genotipo. Por tanto, el resultado
del analisis de varianza revel6 una predominancia del factor ambiente para la mayoria
de los caracteres evaluados.
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Tabla 6. ANOVA multifactorial basado en los cuadrados medios (CM) para los efectos del
ambiente, del genotipo y la interaccién entre ambos sobre la quercetina (Q), luteolina (L),
miricetina (M), kaempferol (K) y apigenina (A).

L CM
o Q (mg/g) L (Hg/g) M (ug/g) A (ug/g) K (ug/g)
AMBIENTE (AMB) 3 13,53%** 21874%+ 166+ 9g** 208***
GENOTIPO (G) 16 1,74%* 3615%*+ 17* 136%+  @w
AMBXG 48  0,80%** 1591** 13%* 31 37%x*
RESIDUOS 121 0,39 828 7 24 15

1 Grados de libertad
** Cuadrado medio significativo para una probabilidad P<0.01 del ratio estadistico F
*** Cuadrado medio significativo para una probabilidad P<0.001 del ratio estadistico F

4 3. Efecto del ambiente en el contenido medio de los flavonoides

En los gréaficos que representan el contenido medio de quercetina (Figura 15) y
luteolina (Figura 16), destacamos las diferencias significativas entre los cultivos
desarrollados en cada localidad. Se observa cémo en los cultivos desarrollados en la
localidad Pilar de la Horadada el contenido en quercetina y luteolina fue
significativamente inferior al de los cultivos de Puerto de Sagunto. Tanto para la
guercetina como la luteolina no se observan diferencias entre los valores medios de
los cultivos ecolégico y convencional desarrollados en Puerto de Sagunto. En cambio,
en Pilar de la Horadada observamos que el cultivo ecoldgico beneficié la acumulacion
de quercetina, pero no de luteolina, en comparacion con el cultivo convencional.

QUERCETINA
2 C C
1,8 T T
o 1,6 T
§ 1,4
9 1,2 b
4] 1
o
o 0,8 3
Eo 0,6
0,4
0,2
0
PH-ECO PH-CON PS-ECO PS-CON
Ambiente

Figura 15. Contenido medio de quercetina (mg/g de peso seco del pimiento) en cada condicion
ambiental del estudio + error estandar. Letras de significacion estadistica obtenidas mediante el
test de Duncan para un p-value<0.05.
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LUTEOLINA
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Figura 16. Contenido medio de luteolina (ug/g de peso seco del pimiento) en cada condicion
ambiental del estudio + error estandar. Letras de significacion estadistica obtenidas mediante el
test de Duncan para un p-value<0.05.

El contenido medio de miricetina entre las distintas condiciones fue variable
presentando valores mayores en el cultivo ecolégico de Pilar de la Horadada y
menores en el cultivo ecolégico de Puerto de Sagunto (Figura 17). Los cultivos
convencionales de ambas localidades mostraron contenidos medios similares. En
cambio, el cultivo ecolégico de Pilar de la Horadada y convencional de Puerto de
Sagunto fueron los que tenian menor contenido medio de apigenina (Figura 18).
Ademas, el cultivo convencional de Pilar de la Horadada y el ecoldgico de Puerto de
Sagunto mostraron niveles medio de apigenina similares siendo mayores que en el
resto de ambientes. Atendiendo al contenido medio de kaempferol (Figura 19),
Unicamente hubo diferencias significativas en el cultivo convencional de Pilar de la
Horadada, siendo el ambiente cuyos valores medios de kaempferol fueron menores.

MIRICETINA
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Figura 17. Contenido medio de miricetina (ug/g de peso seco del pimiento) en cada condicion
ambiental del estudio + error estdndar. Letras de significacién estadistica obtenidas mediante el
test de Duncan para un p-value<0.05.
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APIGENINA
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Figura 18. Contenido medio de apigenina (ug/g de peso seco del pimiento) en cada condicion
ambiental del estudio + error estandar. Letras de significacién estadistica obtenidas mediante el
test de Duncan para un p-value<0.05.

KAEMPFEROL
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Figura 19. Contenido medio de kaempferol (ug/g de peso seco del pimiento) en cada condicion
ambiental del estudio + error estdndar. Letras de significacién estadistica obtenidas mediante el
test de Duncan para un p-value<0.05.

4.4. Niveles de flavonoides por genotipo y condicion ambiental

Dado que el efecto del genotipo también fue importante se estudiaron las
diferencias entre genotipos dentro de cada condicion. Las tablas con las medias y las
letras de significacion estadistica se encuentran en el Anexo |. Para facilitar la
descripcion de los resultados se realiz6 un heatmap (Figura 20). Los datos individuales
de cada flavonoide se relativizaron al contenido medio de dicho flavonoide en la
condicion ambiental correspondiente.

La respuesta de cada genotipo ante los diferentes ambientes fue muy variable.
A pesar de ello, algunas variedades mostraron contenidos similares de algun
flavonoide concreto en todas las condiciones ambientales del estudio.
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De forma general, los genotipos pertenecientes al grupo morrén de cascos
(Valenciano, Morro de vaca, Cuatro cantos y Largo de Reus) presentaron contenidos
altos para todos los flavonoides menos para la miricetina en todas las condiciones
ambientales estudiadas. Por el contrario, otros genotipos que también pertenecen al
grupo morrén de cascos (CW (2), CW (3), Gordo_Zamora y Carmagnola Rojo)
mostraron resultados contrarios, ya que los niveles de todos los flavonoides menos la
miricetina son bajos comparado con el valor medio de todos los genotipos, mientras
que el contenido en miricetina para todos los ambientes estudiados fue alto. A pesar
de que estos genotipos pertenecen todos al grupo morrén de cascos, los genotipos
presentaron niveles muy variables de los flavonoides analizados, considerando asi la
influencia del genotipo en la acumulacion de flavonoides en los frutos. Ademas, hay
otros genotipos (Topepo Rosso, De Infantes, Gordo morro vaca, Gordo_Castellon y
CW (4)) que en todas las condiciones ambientales tuvieron bajos contenidos de
flavonoides. Por ultimo, las variedades Piquillo y Najerano se caracterizan por ser muy
variables para las condiciones ambientales del estudio, ya que en algunos ambientes
acumulan mucha cantidad de flavonoides, mientras que en otros ambientes sucede lo
contrario.

De forma concreta, el genotipo Largo de Reus mostr6 contenidos
considerablemente superiores, respecto a la media del resto de variedades, para la
quercetina (1,28 mg/g de peso seco en PH-CON, 1,59 mg/g de peso seco con PH-
ECO, 3,24 mg/g de peso seco en PS-ECO y 2,78 mg/g de peso seco en PS-CON)
(Anexo |. Tabla 1) y para el kaempferol (9,96 ug/g de peso seco en PS-ECO) (Anexo I.
Tabla 5). Por ello, la variedad Largo de Reus fue la que mejor respuesta tuvo en
cuanto a la acumulacion de quercetina, destacando nuevamente el cultivo
convencional de Pilar de la Horadada, cuyo valor duplica a la media de los demas
genotipos para esa condicién ambiental concreta.

El genotipo Morro de vaca se caracterizO por presentar niveles altos de
luteolina en todas las condiciones ambientales (67,80 ug/g de peso seco en PH-CON,
122,39 ug/g de peso seco en PH-ECO, 128,82 ug/g de peso seco en PS-ECO y
135,81 ug/g de peso seco en PS-CON) (Anexo I. Tabla 2), destacando el cultivo
ecoldgico de Pilar de la Horadada, donde el contenido se duplicé respecto a la media
para el resto de genotipos en ese ambiente.

La variedad Najerano fue favorable para el contenido de kaempferol (21,97
Mg/g de peso seco) (Anexo |. Tabla 5) en el cultivo ecolégico de Puerto de Sagunto y
para el contenido de apigenina (19,94 ug/g de peso seco) (Anexo |. Tabla 4) en el
cultivo convencional de Puerto de Sagunto. Sin embargo, atendiendo a los valores
correspondientes a la quercetina, el genotipo Najerano se mostr6 especialmente
variable. Para el cultivo ecoldgico de Pilar de la Horadada el contenido fue bajo (0,46
mg/g de peso seco) (Anexo |. Tabla 1) respecto al resto de genotipos. En cambio, en
el cultivo ecolégico de Puerto de Sagunto, el nivel de quercetina fue alto (3,81 mg/g de
peso seco) (Anexo |. Tabla 1). Por otro lado, en el cultivo convencional de Pilar de la
Horadada, el contenido (0,65 mg/g de peso seco) (Anexo I. Tabla 1) tomé valores
cercanos a la media del resto de genotipos para esta condicion ambiental, mientras
gue en el cultivo convencional de Puerto de Sagunto el contenido de quercetina para
el genotipo Najerano fue muy bajo (0,64 mg/g peso seco) (Anexo |. Tabla 1). Por tanto,
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esta variedad no se considera favorable para la acumulaciéon de quercetina ya que el
rango de variacidn entre cada condicion ambiental es muy amplio.

Ademds, otras variedades como Gordo morro vaca se caracterizaron por
presentar niveles de flavonoides inferiores al resto de genotipos en la mayoria de las
condiciones ambientales del estudio.

Por ultimo, los genotipos California Wonder empleados como parentales para la
obtencion de hibridos, generalmente tuvieron contenido inferiores al del resto de
genotipos para todos los flavonoides analizados excepto para la miricetina. Las tres
variedades (CW (2), CW (3) y CW (4)) destacaron por sus valores altos de miricetina
en los cultivos de Pilar de la Horadada. Ademas, el genotipo CW (2) duplic6é su
contenido en miricetina en el cultivo convencional de Puerto de Sagunto (12,54 ug/g
de peso seco) (Anexo |. Tabla 3).
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Figura 20. Heatmap del contenido medio de flavonoides en las variedades y ambientes
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4.5. Efecto del ambiente en el contenido de flavonoides en los hibridos

El contenido de quercetina en los hibridos (Anexo I. Tabla 1) tomo valores muy
variables para las distintas condiciones ambientales estudiadas. En la Figura 21 se
muestra el ratio del valor de quercetina en comparacion con el parental medio.
Generalmente, los hibridos mostraron respuestas diferentes a la predicha por el valor
del parental medio, excepto en el hibrido correspondiente al cruce Valenciano X
California Wonder (4) Rojo, en el que el contenido de quercetina del hibrido fue igual o
ligeramente superior al del parental medio en los diversos ambientes del estudio. De
forma general, observamos que el ambiente para el que mejor respuesta hemos
obtenido por parte de los hibridos ha sido en el cultivo de tipo convencional en la
localidad Pilar de la Horadada, a excepcion del cruce Del Bierzo x California Wonder
(2) Rojo y los cruces en los que el primer parental es De Asar Gordo Najerano. Por
altimo, destacamos al hibrido procedente del cruce Del Bierzo x California Wonder (2)
Rojo cuyo contenido en quercetina triplicé al de su parental medio en el cultivo de tipo
convencional de la localidad Puerto de Sagunto.

Los niveles de luteolina de los hibridos fueron, en general, menores que los de
su parental medio para todas las condiciones ambientales (Figura 22). A pesar de ello,
el hibrido procedente del cruce Valenciano x California Wonder (4) Rojo, que en sus
cultivos de tipo convencional se aproxima al valor del parental medio, pero que en los
cultivos de tipo ecolégicos de ambas localidades de cultivo supera significativamente
el contenido en luteolina de su parental medio, resaltando que en Pilar de la Horadada
se duplic6. Por tanto, destacamos las condiciones de cultivo en invernadero y el
parental Valenciano como factores involucrados en el aumento del contenido en
luteolina. Ademas, el hibrido descendiente del cruce Piquillo x California Wonder (3)
Rojo se caracterizé por presentar niveles uniformes de luteolina en todas las
condiciones ambientales estudiadas, excepto en el cultivo ecoldgico de Puerto de
Sagunto donde el contenido del hibrido super6é considerablemente al del parental
medio.

En la Figura 23, observamos que en los cultivos convencionales de las
localidades Puerto de Sagunto y Pilar de la Horadada, los hibridos presentaron menor
contenido en miricetina que el parental medio, a excepcién de algunos hibridos como
el procedente del cruce Najerano x California Wonder (4) Rojo que fue ligeramente
superior. Ademas, para este hibrido, los cultivos ecologicos de ambas localidades de
cultivos mejoran significativamente el contenido del parental medio, por lo que
destacamos al parental Najerano como favorable para el aumento de miricetina en
todas las condiciones ambientales estudiadas. Por otro lado, los tres hibridos en los
que el primer parental es Piquillo, mejoraron considerablemente sus niveles de
miricetina en el cultivo de tipo ecoldgico de la localidad Puerto de Sagunto. Por ultimo,
en la mayoria de los hibridos estudiados, el cultivo ecolégico en la localidad Puerto de
Sagunto fue la condicibn ambiental éptima para mejorar el contenido de miricetina del
parental medio, destacando los hibridos en los que el ratio se aproxima al valor 1,5.

El contenido de apigenina en el cultivo ecologico de Puerto de Sagunto fue
menor en la mayoria de los hibridos respecto al de su parental medio (Figura 24). Sin
embargo, en algunos hibridos concretos, los niveles de apigenina se vieron
favorecidos en el resto de condiciones ambientales. Concretamente, las condiciones
del cultivo ecolégico en Pilar de la Horadad mejoraron el contenido de apigenina en
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casi todos los hibridos del estudio, a excepcion de algunos en los que fue similar o
ligeramente reducido. Por ultimo, destacamos el hibrido procedente del cruce
Valenciano x California Wonder (4) Rojo cuyos valores de apigenina fueron superiores
en todas las condiciones ambientales, llegando a duplicarlos en el cultivo ecolégico de
Pilar de la Horadada.

En la Figura 25, destacamos algunos hibridos el contenido de kaempferol fue
considerablemente superior al de su parental medio. Concretamente, el hibrido
resultante del cruce Piquillo x California Wonder (4) Rojo incrementd su contenido en
kaempferol en los cultivos convencionales de ambas localidades y en el cultivo
ecoldgico de Pilar de la Horadada, mientras que en cultivo ecolégico de Puerto de
Sagunto el ratio es 1, por lo que el hibrido mostré el mismo contenido que el parental
medio. Ademas, el hibrido descendiente del cruce Piquillo x California Wonder (2) Rojo
se caracterizé por presentar niveles superiores al de su parental medio en todas las
condiciones ambientales del estudio. Por ello, resaltamos la influencia favorable del
parental Piquillo en el aumento del contenido en kaempferol del hibrido. Por otro lado,
el hibrido procedente del cruce Del Bierzo x California Wonder (2) Rojo también tuvo
niveles superiores al de su parental medio, debido a que el ratio fue cercano a 1,5 en
todas las condiciones ambientales, excepto en el cultivo convencional de Pilar de la
Horadada.

Ademas, en algunos hibridos se ha detectado efecto transgresivo para algunos
flavonoides, incrementando asi su contenido hasta valores superiores que el de ambos
parentales de los que procede. El hibrido procedente del cruce Del Bierzo x CW (2)
mostré un valor de quercetina (3,82 mg/g de peso seco) (Anexo |. Tabla 1)
considerablemente superior al de cualquiera de sus parentales (Del Bierzo: 1,76 mg/g
de peso seco y CW (2): 0,86 mg/g de peso seco) (Anexo |. Tabla 1) para el cultivo
convencional de Puerto de Sagunto. El hibrido resultante del cruce Najerano x CW (4)
tuvo valores de quercetina (1,17 mg/g de peso seco) (Anexo I. Tabla 1) incrementados
respecto a sus parentales (Najerano: 0,65 mg/g de peso seco y CW (4): 0,64 mg/g de
peso seco) (Anexo |. Tabla 1) en el cultivo convencional de Pilar de la Horadada. El
hibrido descendiente del cruce Piquillo x CW (3) presentd niveles de quercetina (1,81
mg/g de peso seco) (Anexo |. Tabla 1) superiores a los de sus parentales (Piquillo:
1,37 mg/g de peso seco y CW (3): 0,63 mg/g de peso seco) (Anexo |. Tabla 1) en el
cultivo ecolégico de Puerto de Sagunto. Por otro lado, el hibrido resultante del cruce
Valenciano x CW (4) tuvo niveles de luteolina (75,25 pg/g de peso seco) (Anexo |.
Tabla 2) considerablemente incrementados respecto a sus parentales (Valenciano:
45,06 ug/g de peso seco y CW (4): 23,27 ug/g de peso seco) (Anexo |. Tabla 2) en el
cultivo ecoldgico de Pilar de la Horadada.
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QUERCETINA
Il ps-eco M ps-con W ph-eco M ph-con

Piquillo x CW (4)

Piquillo x CW (3)

Piquillo x CW (2)

Najerano x CW (4)

Del Bierzo x CW (4)

Del Bierzo x CW (3)

Del Bierzo x CW (2)

De Asar Gordo Najerano x CW (2)

De Asar Gordo Najerano x CW (4)

Valenciano x CW (4)

Morro de vaca x CW (3)
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5

Figura 21. Ratio Hibrido/Parental medio del contenido en quercetina de los hibridos en las
cuatro condiciones ambientales del andlisis.

LUTEOLINA

Il ps-eco M ps-con MW ph-eco M ph-con

Piquillo x CW (4)

Piquillo x CW (3)

Piquillo x CW (2)

Najerano x CW (4)

Del Bierzo x CW (4)

Del Bierzo x CW (3)

Del Bierzo x CW (2)

De Asar Gordo Najerano x CW (2)

De Asar Gordo Najerano x CW (4)

Valenciano x CW (4)

Morro de vaca x CW (3)
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5

Figura 22. Ratio Hibrido/Parental medio del contenido en luteolina de los hibridos en las cuatro
condiciones ambientales del analisis

27



RESULTADOS

MIRICETINA
Il ps-eco Wl ps-con W ph-eco W ph-con

Piquillo x CW (4)

Piquillo x CW (3)

Piquillo x CW (2)

Najerano x CW (4)

Del Bierzo x CW (4)

Del Bierzo x CW (3)

Del Bierzo x CW (2)

De Asar Gordo Najerano x CW (2)

De Asar Gordo Najerano x CW (4)

Valenciano x CW (4)

Morro de vaca x CW (3)

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0

Figura 23. Ratio Hibrido/Parental medio del contenido en miricetina de los hibridos en las
cuatro condiciones ambientales del andlisis.

APIGENINA

Il ps-eco W ps-con i ph-eco M ph-con
Piquillo x CW (4)

Piquillo x CW (3)

Piquillo x CW (2)

Najerano x CW (4)

Del Bierzo x CW (4)
Del Bierzo x CW (3)

Del Bierzo x CW (2)

De Asar Gordo Najerano x CW (2)

De Asar Gordo Najerano x CW (4)

Valenciano x CW (4)

Morro de vaca x CW (3)

0,0 0,5 1,0 15 2,0 2,5 3,0

Figura 24. Ratio Hibrido/Parental medio del contenido en apigenina de los hibridos en las
cuatro condiciones ambientales del andlisis.
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KAEMPFEROL

Il ps-eco W ps-con Wi ph-eco M ph-con

Piquillo x CW (4)
Piquillo x CW (3)

Piquillo x CW (2)

Najerano x CW (4)

Del Bierzo x CW (4)

Del Bierzo x CW (3)

Del Bierzo x CW (2)

De Asar Gordo Najerano x CW (2)

De Asar Gordo Najerano x CW (4)

Valenciano x CW (4)

Morro de vaca x CW (3)

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5

Figura 25. Ratio Hibrido/Parental medio del contenido en kaempferol de los hibridos en las
cuatro condiciones ambientales del andlisis.
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5. DISCUSION
5.1. Niveles de flavonoides en pimiento

Como ya hemos comentado, las especies del género Capsicum son capaces
de sintetizar compuestos fendlicos como mecanismos de defensa de la planta ante
diversas situaciones de estrés bidtico y abibtico. Estos compuestos son muy ricos
funcionalmente para los seres humanos, debido a que se tratan de compuestos
antioxidantes con capacidad de eliminar radicales libres de nuestro organismo.

Los compuestos fenolicos mas importantes son los flavonoides, destacando
sus efectos bioquimicos y farmacol6gicos, como antioxidantes, antiinflamatorios y
antialérgicos. Por tanto, tienen gran potencial para mejorar la salud de los seres
humanos mediante su ingesta en los alimentos. El fruto de pimiento se caracteriza por
tener altos contenidos de flavonoides, aunque la concentracién de cada flavonoide
esta determinada por factores como el genotipo y las condiciones de cultivo.

En nuestro estudio, la quercetina ha sido el flavonoide mas abundante en los
controles y parentales (1,2 mg/g de peso seco) (Anexo |. Tabla 1), seguido de la
luteolina (64,7 ug/g de peso seco) (Anexo |. Tabla 2). Los autores Bae et al., (2012b)
obtuvieron resultados similares a los nuestros en la extraccion de flavonoides con
disolvente metanol en el genotipo Paprika. La quercetina tuvo los niveles méas altos de
los flavonoides identificados (357,86 ug/g de peso seco), aunque considerablemente
inferiores a los de nuestro anfalisis. La luteolina fue el segundo flavonoide mas
abundante para la variedad Paprika (59,15 pg/g de peso seco), por lo que el contenido
de luteolina fue similar al de nuestros genotipos. En cambio, el genotipo Paprika
mostré un contenido alto en kaempferol (31,45 ug/g de peso seco), mientras que la
miricetina y la apigenina no se detectaron. En nuestro andlisis, los valores medios de
miricetina (Anexo |. Tabla 3), kaempferol (Anexo |. Tabla 4) y apigenina (Anexo I.
Tabla 5) han tomado valores muy bajos en los genotipos correspondientes a los
controles y parentales (9,6 ug/g de peso seco, 8,2 ug/g de peso seco y 7,7 ug/g de
peso seco, respectivamente). Por tanto, los genotipos de nuestro estudio y el genotipo
Paprika son favorables para la acumulacion de flavonoides como quercetina y luteolina
en el fruto de pimiento, pero son variedades que acumulan bajos contenidos de
miricetina, kaempferol y apigenina. Por ello, destacamos la influencia del genotipo en
la acumulacién de flavonoides en el fruto de pimiento como respuesta a diversas
situaciones de estrés (Deepa et al., 2006) (Ghasemnezhad et al., 2011).

Atendiendo a nuestros resultados, todos los parentales California Wonder
analizados han tenido niveles muy altos de quercetina (0,85 mg/g de peso seco en CW
(2), 0,96 mg/g de peso seco en CW (3) y 1,08 mg/g de peso seco en CW (4)), mientras
que el kaempferol y la apigenina tambiés estaban presentes pero su contenido era
bajo. Sin embargo, en la publicacién de Bae et al., (2012a), en el analisis del contenido
de flavonoides extraidos mediante el disolvente metanol en el genotipo California
Wonder (CA 408), no se detect6 quercetina, kaempferol y apigenina, mientras que el
contenido de luteolina fue bajo (26,9 pg/g de peso seco). Ademas, el contenido de
luteolina en nuestras variedades Californa Wonder (42,76 ug/g de peso seco en CW
(2), 48,40 pg/g de peso seco en CW (3) y 43,51 pg/g de peso seco en CW (4)) ha sido
mayor que en la variedad CA 408. Suponemos que el genotipo de la variedad CA 408
y de nuestras variedades California Wonder es similar, por lo que la causa asociada a
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los diferentes valores de flavonoides observados pueden ser las condiciones de
crecimiento en las que se ha desarrollado el cultivo (Howard et al., 2000) (Lee et al.,
1995).

La quercetina se caracteriza por presentar efectos anticancerigenos y
antimutagénicos, asi como su capacidad de inhibir la replicacion de virus como el
Herpes simple, virus de la polio, virus de tipo parainfluenza y virus sincitiales, mientras
que la luteolina tiene capacidad de reducir la formacién excesiva de estrogeno
mediante la supresion de la enzima aromatasa y el bloqueo de la unién de los
estrogenos a los sitios receptores de las células mamarias, de forma que contribuye a
la prevencion del cancer de mama (Lee et al., 2005).

Nuestros resultados revelan que el contenido de quercetina y luteolina esta
influenciado significativamente por el genotipo y por el ambiente (p-value<0.001).
Ademas, la interaccion entre el genotipo y el ambiente también ha mostrado influencia
en el nivel de quercetina (p-value<0.001) y luteolina (p-value<0.01), por lo que los
resultados se asemejan a los obtenidos por Meckelmann et al., (2014) para otras
variedades de pimiento.

5.2. Efecto del ambiente en el contenido de flavonoides

Las diferentes condiciones en las que se puede desarrollar un cultivo tienen
influencia directa sobre la concentracion de flavonoides. Por un lado, en los cultivos
desarrollados al aire libre, la planta estd sometida a un nivel de estrés alto, debido a
factores como la luz UV, el viento, la temperatura y la presencia de insectos. Por otro
lado, los cultivos en invernadero someten a la planta a un nivel menor de estrés, ya
gue se llevan a cabo bajo condiciones controladas.

Nuestros resultados muestran que el contenido medio de quercetina y luteolina
es mayor en los cultivos desarrollados en la localidad Puerto de Sagunto, donde los
cultivos estaban al aire libre. Estos resultados se confirman en la publicaciéon de Bae et
al., (2014), donde se afirma que los cultivos procedentes del cultivo en invernadero
muestras valores bajos y poco variables de flavonoides debido a que el cultivo se lleva
a cabo en condiciones controladas, evitando algunos tipos de estrés como luz y
temperatura y proporcionando el agua y los nutrientes necesarios para el desarrollo
correcto de la planta. A pesar de ello, en el estudio realizado por Lee et al., (2005) las
variedades de pimiento dulce (Banana Supreme y Pl 357509) mostraron niveles
superiores de quercetina y luteolina respecto al resto de genotipos en el cultivo
desarrollado en invernadero.

5.3. Niveles de flavonoides por genotipo y condicidon ambiental

En los resultados hemos observados que cada genotipo presenta una
respuesta distinta ante los diferentes ambientes estudiados. Sin embargo, hay algunas
variedades cuya tendencia siempre es la misma, ya que acumulan contenidos
similares de algun flavonoide determinado en las cuatro condiciones ambientales
distintas del estudio.
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A rasgos generales, los genotipos de tipo morron de cascos: Valenciano, Morro
de vaca, Cuatro cantos y Largo de Reus, mostraron contenidos superiores al resto de
genotipos en las condiciones ambientales analizadas en todos los flavonoides del
estudio excepto en la miricetina. En cambio, hay otros genotipos de tipo morrén de
cascos (CW (2), CW (3), Gordo y Carmagnola Rojo) en los que los resultados son
completamente inversos, ya que muestran niveles superiores en todas las condiciones
ambientales analizadas para la miricetina. A pesar de que estos genotipos pertenecen
todos al grupo morrén de cascos, los genotipos han presentado niveles muy variables
de los flavonoides analizados, considerando asi la influencia del genotipo en la
acumulacion de flavonoides en los frutos. Por otro lado, destacamos otras variedades
(Piquillo y Najerano) cuyos contenidos en todos los flavonoides analizados son muy
variables para las condiciones ambientales del estudio, por lo que se tratan de
variedades que en algunos ambientes acumulan mucha cantidad de flavonoides,
mientras que en otros ambientes sucede lo contrario.

5.4. Contenido de flavonoides en los hibridos de pimiento

El efecto de los distintos ambientes en la expresién de los flavonoides
empleados en nuestro estudio no se ha podido contrastar con resultados de otros
autores, debido a que los hibridos que hemos obtenido son novedosos y no hay
referencias sobre su contenido.

El contenido de flavonoides en los hibridos ha sido muy variable para los
genotipos y las condiciones ambientales del estudio. Sin embargo, hay algunos
hibridos que muestran niveles altos para los flavonoides mayoritarios (quercetina y
luteolina). El hibrido procedente del cruce Valenciano x California Wonder Rojo (4)
mejora los niveles de quercetina correspondientes a su parental medio en las cuatro
condiciones ambientales del estudio. Ademas, el contenido en luteolina se incrementa
considerablemente en los cultivos de tipo ecolégico de ambas localidades, mientras
que en los cultivos convencionales disminuye. Por tanto, dado que el segundo parental
de todos los hibridos corresponde a una variedad de tipo California Wonder,
destacamos la importancia del genotipo Valenciano como un parental interesante para
realizar cruzamientos y obtener hibridos con alto contenido de quercetina y luteolina
en sus frutos. Ademas, el efecto transgresivo observado en algunos hibridos para los
flavonoides mayoritarios es un caracter especial mediante el que podemos obtener
hibridos con contenidos de flavonoides significativamente superiores al valor de
cualquiera de sus parentales para un determinado ambiente. A pesar de ello, es
necesario controlar el efecto ambiental para que no condicione nuestros resultados.

Finalmente, el principal problema a la hora de seleccionar un genotipo éptimo
para la expresion de flavonoides mayoritarios es que la sintesis de compuestos
fendlicos se lleva a cabo en rutas metabdlicas muy complejas en las que intervienen
muchos genes y cada uno de ellos esté influenciado de forma distinta por el ambiente.
Por ello, se pretende seleccionar genotipos cuya heredabilidad realizada tome valores
cercanos a 1, lo que significa que ese genotipo en esa condicion especifica varia muy
poco debido al ambiente, por lo que, si tomamos ese genotipo como parental para la
obtencion de hibridos, esperamos que el hibrido tengo valores de flavonoides similares
a los de sus parentales.
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6. CONCLUSIONES

En nuestro estudio fue mas determinante para la concentracibn de los
flavonoides principales en pimiento (quercetina y luteolina) la localidad donde se
desarrollé6 el cultivo que el hecho de utilizar técnicas de cultivo ecolégico o
convencional.

La localidad Puerto de Sagunto fue mas adecuada para la acumulacién de
flavonoides debido a que el cultivo se llevé a cabo al aire libre, aunque consideramos
que otros factores como el clima o la localizacion también pudieron tener influencia.

En Pilar de la Horadada, donde se realizé cultivo protegido, si resulté ventajoso
el manejo ecoldgico, aunque no se llegara a los niveles de acumulacién de flavonoides
de Puerto de Sagunto.

La respuesta de los genotipos fue muy variable dependiendo del ambiente,
destacando Largo de Reus por sus altos niveles de quercetina.

La respuesta de los hibridos fue en general distinta a la del parental medio
encontrandose en muchos casos efectos transgesivos que se podrian explotar en la
mejora. Sin embargo, seria necesario minimizar la gran influencia ambiental
observada.
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8.1. ANEXO I. Tablas del contenido medio de los genotipos

Tabla 1. ANOVA simple del contenido en quercetina (mg/g peso seco del pimiento) con letras
de significacion estadistica obtenidas mediante el test de Duncan para un p-value<0,05.

QUERCETINA (mg/g peso seco)

PH PS

GENOTIPO ECOLOGICO CONVENCIONAL ECOLOGICO CONVENCIONAL  Promedio
Cuatro cantos 1,99 + 0,3f 0,66 = 0,2ab 1,44 + 0,2abc 3,09 +1,1de 1,79+0,4
S:J:O morro 0,67 + 0,1ab 0,37 + 0,0a 0,93+0,2ab 1,32 +0,labc 0,82+0,1
Gordo 1,47 £ 0,3def 0,45+ 0,0a 1,31 £0,0abc 2,04 £ 0,4abcd 1,31+0,2
ggg‘gg”o'a 1,67 + 0,2ef 0,46 £0,1a  1,64+0,8abc 2,79 + 0,3cde 1,64 0,4
Topepo Rosso 1,01 + 0,0abcd 0,35+ 0,0a 1,67 £ 0,6abc 1,24 + 0,4ab 1,07 +£0,3
De Infantes 0,42 +0,1a 0,86 = 0,6abc 0,47 £0,1a 1,65 + 0,6abcd 0,85+0,3
Largo de Reus 1,59 + 0,2def 1,28 £ 0,3c 3,24 £ 0,9bc 2,78 £ 0,4cde 2,22+0,4
Morro de vaca 1,28 + 0,3cde 0,57 £0,2a 1,69 +0,1abc 2,52 + 0,2bcde 1,51+£0,2
Valenciano 1,28 + 0,5cde 0,72 £ 0,2ab 1,95 + 0,6abc 1,19 + 0,3ab 1,28+0,4
Gordo 0,67 + 0,1ab 0,47+00a  1,17+072abc 1,64+0,7abcd 0,99 0,3
DAGN 0,44 £ 0,1a 0,32+0,1a  2,80+1,9abc 1,60%03abcd  1,29+0,6
Del Bierzo 0,57 +0,1ab 045+00a  2,26+03abc 1,76+06abcd 1,26 0,2
Najerano 0,46 + 0,1a 0,65 + 0,1ab 3,81+ 0,0c 0,64 + 0,2a 1,391 0,1
Piquillo 0,57 + 0,1ab 043+00a  1,37%01abc 0,77 £0,la 0,78+ 0,1
CWRojo(2)  084+02abc  0,72+02ab 0,98 +0,0ab 0,86 + 0,3a 0,85+ 0,2
CW Rojo (3) 1,61 +0,2ef 0,57 £0,1a 063+02ab  1,05%0,lab 0,96 + 0,2
CW Rojo (4) 0,63 + 0,1ab 0,64+00ab  1,13+0,0abc 1,90 +0,5abcd 1,08 %0,2
)'\("g:,rvo gg vacd  pg85+0,1abc  0,66+01ab  0,70+00ab  1,79+02abcd 1,000,
Valenciano 1,17+0,2bcde  0,68+02ab  1,89+0,2labc 1,73+05abcd 1,37 +0,2
x CW (4)

(%‘GN x CW 0,43 +0,2a 044+01a  1,28+0,8abc 1,00+ 0,3ab 0,79+0,3
(DZ?GN x CW 0,54 +0,1a 043+01a  084+0lab  1,41+05abc  081+0.2
E?:lv\%i?zr;o 0,66 + 0,2ab 0,39+0,la  1,88+0,7abc  3,82+0,9 1,69 £ 0,5
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Del Bierzo 047 +0,1a 074+02ab  148+08abc 161+02abcd  1,08+0,3
X CW (3)
Del Bierzo 0,40 + 0,02 071+02ab  239+14abc 1,15+ 0,2ab 1,16 +0,5
x CW (4)
Najerano 0,50 + 0,1a 1,17 +0,1bc 0,54 + 0,0ab 1,13 +0,3ab 0,83+ 0,2
x CW (4)
fz';*“'"o XCW 575+ 01abc  070+0d1ab 0,84 +0,0ab 0,65 +0,2a 074+0,1
g;*“'"o XCW' 066+01ab  058+00ab  1,81+00abc  0.65%00a 092401
PiquilloxCW 4 554 0.0a 070+00ab  070+00ab 172+03abcd  092+01

4)

Tabla 2. ANOVA simple del contenido en luteolina (ug/g peso seco del pimiento) con letras de
significacién estadistica obtenidas mediante el test de Duncan para un p-value<0,05.

LUTEOLINA (pg/g de peso seco)

PH PS
GENOTIPO ECOLOGICO CONVENCIONAL ECOLOGICO CONVENCIONAL Promedio
Cuatro cantos 45,79 + 11,5abcdefgh 25,86 * 4,5abc 62,01 £ 9,9abcd 110,04 + 18,2efg 60,92 +£11,0
\(/3;(:20 morro 23,19 + 3,0abcde 71,60 +7,8def  74,40+3,6abcd 63,81 +16,7abcdef 58,25+ 7,8
Gordo 68,73 + 18,4fgh 25,42 + 7,8abc 69,32 + 0,0abcd 63,06 + 20,2abcdef 56,63 + 15,5
gg;r:ggnma 49,40 + 11,7cdefgh 22,40 + 2,2a 48,85+ 14,0ab 65,88 +7,labcdef 46,63 £ 8,8
Topepo Rosso 49,63 + 4,0cdfgh 23,02 £ 4,2ab 100,73 + 35,4abcd 93,39 + 32,9cdefg 66,69 £ 19,1
De Infantes 18,08 * 3,3abcd 77,06 * 47,5ef 52,69 + 14,2abc 110,45 £ 32,4efg 64,57 £ 24,3
Largo de Reus 45,74 + 2,8abcdefgh 58,97 + 14,3abcdef 87,89 £ 21,1abcd 84,25 + 20,8abcdefg 69,21 + 14,7
Morro de vaca 122,39 £ 26,5i 67,80 + 7,2cdef 128,82 + 20,7bcd 135,81 + 15,79 113,70+ 17,5
Valenciano 45,06 + 12,1abcdefgh 65,44 + 19,8bcdef 78,65 + 18,5abcd 102,03 £ 13,6defg 72,79 £16,0
Gordo 39,42 + 5,1abcdef 43,45 + 3,8abcde 82,82 +2,7abcd 90,14 + 17,9abcdefg 63,96 + 7,4
DAGN 16,26 + 8,1abc 23,89 + 4,9ab 135,48 £ 80,9bcd 81,54 + 6,8abcdefg 64,29 + 25,2
Del Bierzo 24,83 + 6,6abcde 51,11 + 10,2abcde 114,49 + 8,9abcd 115,52 + 28,9fg 76,49 + 13,7
Najerano 10,71 +4,7a 35,58 + 4,6abcde 151,53 £ 0,0d 32,94 + 8,7ab 57,69 +£6,0
Piquillo 75,76 £ 24,4h 66,73 £ 11,1cdef 148,35 + 2,0cd 85,70 + 22,3abcdefg 94,13 + 14,9
CW Rojo (2) 33,96 + 3,3abcde 41,57 + 1,0abcde 50,81 + 21,0abc 44 70 + 7,9abcd 4276 + 8,3
CW Rojo (3) 40,65 + 10,8abcdefg 67,83 + 8,0cdef 38,51 + 4,4ab 46,59 + 0,2abcd 48,40 £ 5,9
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CW Rojo (4)

Morro de vaca
x CW (3)
Valenciano

x CW (4)
DAGN x CW
(4)

DAGN x CW
(2)

Del Bierzo

x CW (2)

Del Bierzo

x CW (3)

Del Bierzo

x CW (4)
Najerano

x CW (4)
Piquillo x CW
(2

Piquillo x CW
(3

Piquillo x CW
(4)

23,27 + 3,4abcde
53,59 + 5,4defgh
75,25 + 9,5gh
22,30 £ 12,4abcde
21,23 £ 5,4abcd
29,51 = 6,9abcde
28,91 + 10,8abcde
18,77 = 4,5abcd
12,78 £ 1,4ab
69,10 + 0,5fgh
57,55 + 10,1efgh

46,41 + 6,5bcdefgh

50,22 + 2,1abcde

94,13 £ 6,3f

51,59 + 2,9abcde

46,54 + 9,6abcde

32,61 + 9,9abcd

28,49 + 8,9abc

51,14 + 3,2abcde

56,09 + 14,9abcdef

43,98 + 7,0abcde

52,36 + 14,5abcde

57,83 + 3,9abcdef

62,99 + 6,1abcdef

45,93 = 0,0ab

28,42 +0,0a

81,60 * 18,0abcd

48,18 * 28,1ab

51,86 + 4,1abc

53,88 + 1,0abcd

65,83 * 34,2abcd

87,75 * 27,4abcd

28,29 +0,0a

58,51 + 0,0abcd

125,66 = 0,0abcd

59,82 * 4,5abcd

ANEXOS

54,63 + 8,7abcde
91,24 + 14,1bcdefg
63,70 £ 6,0abcdef
38,45 + 13,2abc
56,81 + 9,1abcde
96,76 + 11,0cdefg
64,69 £ 2,7abcdef
48,85 + 8,6abcd

38,65 * 15,2abc

67,53 + 21,6abcdef

63,03 + 17,5abcdef

101,42 + 8,8defg

43,51+ 4,7

66,84 + 8,6

68,04 +9,1

38,87 +15,8

40,63+7,1

52,16+ 7,0

52,64 +12,7

52,86 + 13,8

30,92+7,9

61,87 £ 12,2

76,02 + 10,5

67,66 + 6,5

Tabla 3. ANOVA simple del contenido en miricetina (Lg/g peso seco del pimiento) con letras de
significacion estadistica obtenidas mediante el test de Duncan para un p-value<0,05.

MIRICETINA (ug/g de peso seco)

PH PS
GENOTIPO ECOLOGICO CONVENCIONAL ECOLOGICO CONVENCIONAL Promedio
Cuatro cantos 12,37 £ 1,4abc 9,35 + 3,1abcdefghi 6,12 + 0,8abc 8,07 + 0,8abcd 8,98+15
Sg:o morro 13,56 +0,5abc 9,16 + 0,2abcdefgh 6,33+ 0,2abc 8,70 % 0,2abcde 9,44 0,3
Gordo 11,63 £ 0,5abc 12,46 £ 1,1ghij 7,72 + 0,0abc 12,09 £ 0,2ef 10,97 £ 0,6
gg;r:ggnola 13,16 + 1,1abc 10,65 * 0,3cdefghij 8,49 + 0,0bc 11,27 + 0,8def 10,89 £ 0,5
Topepo Rosso 10,70 £ 1,4abc 7,03 £ 2,1abc 7,73 £ 0,9abc 8,10 + 0,5abcd 8,39+1,2
De Infantes 9,75 £ 3,7abc 6,78 £ 2,0abc 6,44 + 0,8abc 9,89 + 0,8bcdef 8,21+1,8
Largo de Reus 10,95 £ 1,2abc 9,82 + 0,6bcdefghi 8,80 + 0,6¢ 9,14 + 0,7bcdef 9,68 +0,8
Morro de vaca 10,26 £ 0,3abc 8,01 + 0,9abcdef 6,52 + 0,2abc 7,99 + 1,6abcd 8,20+ 0,7
Valenciano 12,94 + 0,9abc 5,47 + 1,6a 6,94 + 0,0abc 7,22 +1,2abc 8,14 +0,9
Gordo 16,95+ 1,2¢c 6,07 + 2,4ab 7,65 + 0,8abc 9,95 + 1,8bcdef 10,15+ 1,6
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DAGN

Del Bierzo
Najerano
Piquillo

CW Rojo (2)
CW Rojo (3)

CW Rojo (4)

Morro de vaca
x CW (3)
Valenciano

x CW (4)
DAGN x CW
(4)

DAGN x CW
(2

Del Bierzo

x CW (2)

Del Bierzo

x CW (3)

Del Bierzo

x CW (4)
Najerano

x CW (4)
Piquillo x CW
(2

Piquillo x CW
(3)

Piquillo x CW
(4)

9,76 + 1,2abc

11,29 + 0,7abc

7,13 + 2,6a

7,63 +1,3a

11,84 + 0,8abc

16,08 £ 1,7bc

16,90 + 7,3c

13,91 + 0,7abc

10,71 + 0,9abc

8,89 + 2,4ab

15,71 + 1,1bc

15,45 + 1,7bc

11,11 + 4,9abc

15,26 =+ 1,2bc

17,00 £ 1,2c

7,76 £ 1,6a

10,92 + 1,0abc

13,94 + 1,1abc

7,60 + 1,2abcde
10,23 + 0,7bcdefghij
13,82 = 0,8ij
11,86 * 0,1efghij
14,33 £ 0,6j
14,42 + 1,0
13,25 + 0,6hij
10,27 £ 1,4bcdefghij
7,49 * 0,3abcd
11,80 * 2,0defghij
8,12 + 1,4abcdef
8,79 + 1,2abcdefg
7,31 £ 0,4abc
7,11 £ 0,5abc
14,04 + 0,5ij
11,76 * 1,3defghij
11,76 £ 1,1defghij

14,17 +0,3j

7,57 + 0,3abc

7,17 + 0,8abc

4,96 +0,0a

4,84 +0,3a

7,97 £ 1,2bc

6,17 £ 0,9abc

6,88 + 0,0abc

6,01 + 0,0abc

5,54 +0,2ab

7,42 + 0,5abc

8,71+0,8c

6,95 + 0,3abc

7,79 £ 0,8abc

7,56 + 0,8abc

7,61 + 0,0abc

8,98 +£0,0c

7,80 + 0,0abc

8,79+0,7c
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9,26 + 1,2bcdef

10,26 + 2,0cdef

10,31 + 1,3cdef

8,83 + 0,9abcde

12,54 + 0,8f

9,32 + 0,3bcdef

8,63 + 0,5abcde

7,36 + 0,4abc

6,68 = 1,2ab

6,92 + 0,5abc

7,68 + 0,6abc

10,00 * 0,4bcdef

8,55 + 1,5abcd

9,29 + 0,8bcdef

9,84 + 1,4bcdef

7,47 + 0,9abc

6,89 + 0,6abc

5,56 £ 0,3a

8,55+0,9

974+11

9,06 £1,6

8,29+0,7

11,67 +0,8

11,50+1,0

11,41+28

9,39+0,8

7,61+0,6

8,76 +1,3

10,06 +1,0

10,30+ 0,9

8,69+1,9

9,80+0,8

12,12+1,1

8,99+1,3

9,34+0,9

10,62 + 0,6

Tabla 4. ANOVA simple del contenido en apigenina (ug/g peso seco del pimiento) con letras de
significacién estadistica obtenidas mediante el test de Duncan para un p-value<0,05.

APIGENINA (ug/g de peso seco)

PH PS
GENOTIPO ECOLOGICO  CONVENCIONAL ECOLOGICO CONVENCIONAL  Promedio
Cuatro cantos 8,29 + 1,2bcdef 10,19 £ 3,5cdefg 8,88 + 2,1abc 6,90 + 2,4abc 8,57 +2,3
S;Jgo morro 3,26+ 0,4abc 9,74 +3,7bcdef 13,39 +1,7bcd 9,81 + 3,4abcd 9,05+2,3
Gordo 1,71 +£0,7ab 10,51 £ 1,3cdefg 5,82 + 0,0abc 3,72 + 1,9abc 544 +13
g?ggg”o'a 0,37 + 0,4a 2,60 + 0,92 9,30+0,l1abc 2,86+ 1,1abc 3,78+ 0,6
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Topepo Rosso
De Infantes

Largo de Reus

Morro de vaca
Valenciano
Gordo

DAGN

Del Bierzo
Najerano
Piquillo

CW Rojo (2)
CW Rojo (3)

CW Rojo (4)

Morro de vaca
x CW (3)
Valenciano

x CW (4)
DAGN x CW
(4)

DAGN x CW
2

Del Bierzo

x CW (2)

Del Bierzo

x CW (3)

Del Bierzo

x CW (4)
Najerano

x CW (4)
Piquillo x CW
(2)

Piquillo x CW
(3)

Piquillo x CW
(4)

7,37 = 0,6abcdef
3,75+ 0,3abc
10,01 £ 4,4cdefg
16,54 + 1,5gh
9,24 + 0,6bcdefg
9,36 + 2,6bcdefg
7,27 = 3,0abcdef
6,37 * 3,8abcdef
10,42 + 3,7cdefg
12,51 + 3,0efgh
4,48 + 0,9abcd
3,37 £ 2,1abc
2,97 £ 0,5abc
12,67 + 2,3efgh
13,50 + 4,8fgh
13,54 + 4,1fgh
8,66 + 0,1bcdef
4,38 + 0,8abcd
5,24 = 2,3abcde
7,76 = 1,3abcdef
11,87 £ 1,3defg
7,37 + 1,3abcdef
7,67 = 3,0abcdef

10,34 £ 1,0cdefg

6,42 + 2,2abcd
3,24 +1,5a
16,32 + 2,1gh
12,80 + 1,6defg
9,90 + 2,1bcdefg
5,27 = 0,6abc
13,54 + 1,7efg
7,82 = 1,3abcde
11,24 + 2,0cdefg
19,93 +£0,7h
4,83 + 1,8abc
14,76 + 2,1fgh
3,63 £ 0,6ab
11,35 + 0,9cdefg
10,17 £ 3,0cdefg
10,78 £+ 1,1cdefg
12,08 £ 0,8defg
10,42 £ 0,1cdefg
6,89 + 2,9abcd
7,37 = 3,2abcde
10,16 £ 0,6cdefg
8,76 * 2,7abcdef
11,18 + 0,7cdefg

14,81 + 1,2fgh

13,74 + 2,4bcd

10,43 + 3,3abc

4,31 +0,9ab

14,49 + 2,9cd

9,35 + 6,0abc

6,40 + 4,7abc

10,71 + 1,3abc

6,40 + 3,1abc

7,07 £ 0,0abc

21,64 +0,0d

4,66 + 4,7abc

6,12 + 0,2abc

6,14 + 0,0abc

2,43 +0,0a

9,47 £ 0,7abc

8,40 £ 2,1abc

4,81 £ 0,9abc

2,99+0,1a

4,89 + 1,8abc

3,10+ 1,8a

1,53+0,0a

1,32 £ 0,0a

6,38 + 0,0abc

6,74 + 2,0abc
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9,45 + 2 5abcd

3,86 = 0,3abc

3,79 + 2,0abc

14,98 + 3,1cd

5,65+ 2,1abc

5,97 £ 0,9abc

5,73 + 2,9abc

2,57 £ 0,7abc

19,94 +13,8d

11,17 + 4,5abcd

4,88 +0,7abc

3,75 + 3,8abc

4,15 + 2,3abc

12,40 + 2,5abcd

9,03 + 3,7abcd

3,01 + 1,0abc

2,08 £ 0,9ab

0,62 +0,1a

1,19 £ 0,3ab

2,58 + 1,7abc

8,24 + 0,9abcd

13,30 + 3,2bcd

9,93 + 6,2abcd

11,35 + 1,2abcd

924+19

532+1,3

8,61+23

14,71 +2,3

8,51+27

6,75+2,2

931+2,2

579+22

12,16 £ 6,5

16,31+2,1

4,71+2,0

7,00+£2,0

422+1,1

9,71+1)9

10,54 + 3,0

894+21

6,91 +0,7

4,60 +0,3

455+1,8

520+2,0

7,95+1,0

7,69+24

8,79+3,3

1081+1,4
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ANEXOS

Tabla 5. ANOVA simple del contenido en kaempferol (ug/g peso seco del pimiento) con letras

de significacion estadistica obtenidas mediante el test de Duncan para un p-value<0,05.

KAEMPFEROL (pg/g de peso seco)

PH PS

GENOTIPO ECOLOGICO CONVENCIONAL ECOLOGICO CONVENCIONAL  Promedio
Cuatro cantos 20,32 £ 4,49 6,16 + 0,8ab 9,72+ 1,3ab 16,14 £ 4,4e 13,08 £ 2,7
S:Jgo mOrro 4 65 + 0,6ahc 4,17 + 0,2ab 472+02a 6,90 + 0,9abcd 511+0,5
Gordo 8,87 + 1,6bcd 3,78+ 0,1ab 488+00a 6,19+ 1,2abcd 5,93+ 1,0
ggg;‘g‘g”o'a 19,56 + 4,0fg 5,16 + 0,5ab 6,52+0,6a 11,65+12abcde 10,73+16
Topepo Rosso 1,90 £ 0,8ab 2,57 +0,2a 7,17 £2,7a 7,09 + 1,8abcd 468+14
De Infantes 1,66 £0,7a 5,50 + 3,3ab 3,66 +0,7a 9,34 + 2,0abcde 504 +1,7
Largo de Reus 8,86 * 1,6bcd 9,96 + 2,2c 13,93+2,8ab 12,22 + 2,9bcde 11,24+2,4
Morro de vaca 11,29 + 2 ,5cde 5,74 + 1,4ab 7,84 £ 0,6ab 13,42 + 3,7de 957+2,0
Valenciano 17,17 + 6,8efg 4,66 = 1,5ab 11,52 + 3,7ab 13,07 £ 5,0cde 11,60 £ 4,3
Gordo 8,61+10abcd 3,82 +0,6ab 8,80+10ab 7,12 + 3,0abcd 711+14
DAGN 2,33+ 0,2ab 447+10ab  13,08+6,2ab 11,66+ 2,labcde 7,88 +2.4
Del Bierzo 3,24 + 0,4ab 3,11+24ab  1256+25ab 8,88+ 4,labcde 6,95+ 2,3
Najerano 3,68 + 1,4ab 2,85 + 0,5ab 21,97+0,0b 6,04 + 2,6abcd 8,63+ 1,5
Piquillo 2,57 + 0,5ab 2,78 +0,1a 8,49 + 0,7ab 312+11a 4,24+06
CW Rojo (2) 4,96 + 2,1abc 4,77 +0,7ab 8,60+01ab 7,50 +0,8abcde 6,48 +0,9
CW Rojo (3) 13,46+ 2,3def 4,44+ 0,5ab 508+10a 5,76 +0,7abcd 719+11
CW Rojo (4) 3,24 +1,1ab 5,66 + 0,5ab 6,15+0,0a 808+1,6abcde  578+1,1
Morrodevaca g g, 5qp0 5,80 + 0,3ab 6,48+0,0a 5,29 + 1,4abcd 574+11
x CW (3)

Valenciano 6,62 + 0,7abc 3,36 + 0,4ab 9,79 + 0,5ab 3,62 + 0,4ab 5,85+ 0,5
x CW (4)

%GN x CW 3,93 + 1,2ab 5,03 + 0,7ab 8,15+ 4,6ab 4,22 +3,2abc 533+ 24
(DZ?GN XCW' 4 75+14abc  400+10ab  953+16ab  584+28abcd 6,03 +17
Del Bierzo 571+10abc  377+04ab  1452+61ab 13,82 +41de 945+2.9
x CW (2)

Del Bierzo 471+13abc  561+01ab  1092+53ab 4,16+ 0,7abc 635+18
x CW (3)

Del Bierzo 4,10 + 1,0ab 543+09ab  17,24+86ab 5,67 + 2,6abcd 8,11+ 3,3
x CW (4)
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Najerano

X CW (4)
Piquillo x CW
&)

Piquillo x CW
3

Piquillo x CW
4

6,27 =+ 1,3abc

6,06 + 1,0abc

4,64 + 0,6abc

4,52 +0,1abc

6,56 = 0,6b

3,93 +£0,8ab

4,20 + 0,5ab

5,58 £ 0,3ab

4,01 £0,0a

10,20 £ 0,0ab

14,23 + 0,0ab

7,21 +0,9a

8,50 + 1,8abcde

7,30 + 2,2abcd

6,52 + 1,5abcd

7,92 + 1,0abcde

ANEXOS

63312

6,87+14

7,40+0,9

6,31+0,6
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