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RESUMEN

El chile xcat'ik (Capsicum annuum L.), originario de
la peninsula de Yucatan tiene propiedades organolépticas
Unicas. Pero, la calidad nutracéutica ha sido poco explorada
y solamente escasos estudios han buscado mejorar el ren-
dimiento productivo de la planta. La especie Capsicum es
considerada un alimento importante debido al contenido
de compuestos bioactivos, que promueven efectos bene-
ficiosos a la salud. El uso de inoculantes microbianos son
una alternativa para incrementar su rendimiento, mejorar
la calidad de los frutos y disminuir el uso de los fertilizantes
quimicos. En este trabajo se evalué el efecto de un consorcio
microbiano, asi como de Bacillus subtilis y Trichoderma harzia-
num sobre los contenidos de acido ascérbico, fenoles totales,
flavonoides, clorofilas, carotenoides, capacidad antioxidante
y capsaicinoides, en el fruto del chile xcat’ik. Los resultados
fueron comparados con un control sin inocular. Las inocu-
laciones con T. harzianum y con B. subtilis incrementaron el
contenido de carotenoides, asi como la actividad antioxidan-
te por ABTS*, mientras el consorcio microbiano incrementé
la actividad antioxidante por DPPH". De acuerdo a nuestros
resultados, los inoculantes evaluados podrian sustituir a los
fertilizantes quimicos, debido a que igualan o mejoran la
calidad nutracéutica del fruto del chile xcat’ik, con la ventaja
de un menor dafno al medio ambiente.
Palabras clave: actividad antioxidante, carotenoides, Capsi-
cum annuum, inoculantes microbianos, agricultura sustenta-
ble.

ABSTRACT

Xcat'ik pepper (Capsicum annuum L.), native to the
Yucatan Peninsula, has unique organoleptic properties.
However, the nutraceutical quality of the fruit has been
scarcely explored and only a few previous studies have
focused on improving the productive yield of the plant,
hence the importance of generating knowledge in this field.
The Capsicum species is considered an important food due to
the bioactive compounds content, which promote beneficial
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health effects. The use of microbial inoculants is an alternative
to increase yield, improve fruit quality, and reduce the use
of chemical fertilizers. In this work, the effect of a microbial
consortium, as well as Bacillus subtilis and Trichoderma
harzianum on the contents of ascorbic acid, total phenols,
flavonoids, chlorophylls, carotenoids, antioxidant capacity
and capsaicinoids in the fruit of xcat'ik pepper was evaluated.
The obtained results were compared with an uninoculated
control. Inoculations with T. harzianum and B. subtilis
increased carotenoid content as well as antioxidant activity
by ABTS*, in contrast the microbial consortium increased
antioxidant activity by DPPH'. According to our results, the
evaluated inoculants could replace chemical fertilizers,
because they equal or even improve the nutraceutical quality
of the x'catik pepper fruit, with the advantage of being less
harmful to the environment.

Keywords: antioxidant activity, carotenoids, Capsicum an-
nuum, microbial inoculants, sustainable agriculture.

INTRODUCCION

El chile xcat’ik (Capsicum annuum L.) representa uno
de los principales cultivos de importancia econdémica en
la peninsula de Yucatan, es de carne abundante y sabrosa,
moderadamente picante lo que le confiere un sabor agra-
dable. Debido a esto tiene gran aceptaciéon y demanda en
el mercado y también puede ser materia prima para la ela-
boracién de productos industriales (Cisneros-Pineda, 2007).
Después de los vegetales, la especie Capsicum annuum es la
mas consumida a nivel mundial, es una excelente fuente de
colorantes naturales y compuestos antioxidantes. Es rico en
capsaicinoides, compuestos alcaloides farmacéuticamente
significativos por su eficacia neuroldgica, aporta diversos
compuestos bioactivos con efectos positivos para la salud
ya que se asocian a muchas actividades biolégicas con pro-
piedades antiinflamatorias, anticancerigenas, antioxidantes,
entre otras, por lo que su consumo es ampliamente reco-
mendado en cualquiera de sus variedades (Silva et al., 2014,
Karppinen et al., 2016). Por otra parte, la busqueda de nuevas
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propuestas agricolas menos agresivas con la salud y el medio
ambiente, ha llevado al uso de los inoculantes microbianos
como biofertilizantes, microorganismos beneficiosos que
pueden ser una via utilizable para mejorar el crecimiento
de las plantas mejorando la competitividad vegetal porque
promueven la resistencia contra patdégenos y al medio
ambiente, ademas ayudan a reducir el efecto negativo por
estrés (Chatterjee et al., 2016; Zhao et al., 2019).

Los niveles de los compuestos bioactivos contenidos
en los vegetales pueden variar dependiendo de las practi-
cas agricolas adoptadas para el cultivo. En funcién de esto
algunos inoculantes microbianos, son capaces de mejorar las
propiedades nutritivas de frutas o vegetales al aumentar la
actividad antioxidante, fenoles totales y la clorofila (Khalid et
al., 2017), antocianinas, carotenoides y flavonoides (Baslam et
al., 2011), la dulzura de los frutos y el contenido de humedad,
entre otros factores (Singh y Prabha, 2020).

Si bien, el uso de estos productos tiene muchas
ventajas, es importante recordar que su efectividad varia y
depende de muchos factores como el tipo de suelo, la hume-
dad del aire o precipitaciones, asi como las condiciones de
almacenamiento (Pylac et al., 2019).

En este sentido en 2010, Russo y Perkins, realizaron
uno de los primeros trabajos de investigacién en condiciones
deinvernadero con el cultivo de pimiento morrén (C. annuum
L.) utilizando bacterias y hongos micorrizicos (Glomus sp.)
donde evaluaron el rendimiento y el contenido de nutrien-
tes. Asimismo en 2014, Silva et al. realizaron la inoculacion de
C. annuum (L.) con cepas de Rizobium strains para evaluar su
efecto en los compuestos antioxidantes. En 2020, Cisternas-
Jamet et al. emplearon con éxito el género Bacillus para el
cultivo de chile y tomate. Debido a los resultados satisfacto-
rios obtenidos con inoculantes microbianos sobre el género
Capsicum reportados en estudios previos, la importancia
economica que representa el cultivo del chile xcat ik y el nulo
conocimiento sobre los compuestos bioactivos del mismo,
se planteé el objetivo de evaluar el efecto de los inoculantes
microbianos en los cambios de los compuestos bioactivos,
actividad antioxidante y capsaicinoides de los frutos del chile
xcat’ik (Capsicum annuum L.) cultivados en la peninsula de
Yucatan para generar informacién acerca de sus beneficios o
propiedades como alimento nutracéutico que pueda contri-
buir a un efecto positivo en la salud humana.

MATERIALES Y METODOS
Localizacion y preparacion del area experimental

El experimento se realizé en un invernadero tipo tunel
en el drea de investigacion horticola del Instituto Tecnolégi-
co de Conkal, Yucatan, al noreste de Mérida, ubicado en 21°
06" latitud Norte y 89° 31" longitud Oeste y con una altitud de
10 msnm. La regidn se caracteriza por tener un clima célido,
el mas seco de los subhimedos con lluvias uniformemente
repartidas y o tendencia al verano, alto porcentaje de lluvia
invernal y sequia intraestival (Ax’(wo)w”) de acuerdo a la cla-
sificacion climatica de Képpen. La temperatura media anual
es de 26.6 °C y las minimas de 17 °C, con una precipitacion
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media anual de 600 mm. El material genético utilizado fue
chile xcat’ik criollo ItckO1. La plantacién se establecié en
lineas de 38 m de largo y 1.2 m de separacién entre ellas, las
lineas contenian camas de 30 cm de ancho, las cuales fueron
abonadas con 2 kg de composta por metro lineal de cama
de siembra. Las plantas se establecieron en las camas a una
distancia de 0.3 m entre ellas. Se utilizé un sistema de riego
por goteo con gasto nominal de 1 L h™'. La fertilizacién (kg
ha") con N: P: K fue en proporcién 200:150:180 para el ciclo
de 180 dias de chile xcatik.

Tabla 1. Fertilizacion en kg por etapa fenoldgica de chile xcat ik (Capsicum
annuum L.) tomando como base la densidad de 20 000 plantas ha™.

Table 1. Fertilization in kg per phenological stage of xcat ik pepper
(Capsicum annuum L.) based on a density of 20 000 plants ha™.

Cantidad de
Etapa fenolégica Dias después del trasplante fertilizante
N P K
Adaptacion 1-15 375 225 305
Crecimiento 16-34 755 305 44
Floracion 36-60 42 60.5 505
Cosecha 61-160 45 365 55

Diseiio experimental y descripcion de tratamientos

Se utilizé un disefo experimental en bloques comple-
tos al azar con cuatro tratamientos y cuatro repeticiones por
tratamiento. Las parcelas que representaron las repeticiones
contenian 30 plantas.

Se aplicaron cuatro tratamientos: 1) Consorcio de
microorganismos Glomus spp. + Bacillus megaterium +
Pseumonas fluorecens + Azospirillum brasilense + Azotobacter
chrocococum; 2) Bacillus subtilis, 3) Trichoderma harzianum y
4) control (tratamiento sin inoculante). Las aplicaciones se
realizaron con una bomba de mochila de 20 L, directo a la
base de la planta, a los dias 7, 14, 21 y 28. La concentracion
de indculo en los productos comerciales y las cantidades de
producto comercial en cada aplicacion se indican en laTabla 2.

Tabla 2. Inoculantes microbianos aplicados en el cultivo de chile xcat ik
(Capsicum annuum L.).

Table 2. Microbial inoculants applied in xcat ik pepper (Capsicum annuum
L.) cultivation.

Tratamiento Ingrediente activo Concentracion  Dosis por
de indculo planta
en producto en cada
comercial aplicacion
Consorcio Pro micorriza ® 33indculos g’ 0.1g
microbiano (Glomus spp.)
Bacterias benéficas 5x108 ufc mL!
(Bacillus megaterium,
Pseumonas fluorecens,
Azospirillum brasilense,
Azotobacter chrococo-
cum.)
B. subtilis Bactilis * (Bacillus subtilis) ~ 1x10"? ufc mL" 0.1 mL
T. harzianum  Trico-bio * (Trichoderma  1x10'"" ufc mL"' 0.1 mL

harzianum)

Control Sin inoculante - -
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Colecta de material

Para el analisis nutracéutico del fruto se muestrearon
aleatoriamente las plantas inoculadas hasta obtener un kg
de fruto en total, las muestras fueron parte del tercer corte.
Después del muestreo los frutos se lavaron, se congelaron y
posteriormente se liofilizaron, en seguida se mantuvieron en
congelacion hasta su analisis.

Determinacién y cuantificaciéon de los compuestos bioac-
tivos, actividad antioxidante y capsaicinoides
Cuantificacion de acido ascérbico

El contenido de acido ascorbico fue cuantificado de
acuerdo al método de Dirist et al. (1997). Los extractos se
obtuvieron con 0.3 g de muestra en 10 mL de 4cido oxalico
(0.4 % p/v), la mezcla se sénico durante 20 min a temperatura
ambiente y posteriormente se filtré.

Se mezcld 1 mL de de acido oxalico, 1 mL del buffer
de acetato (pH 3.5) y 8 mL de 2,6-dicloroindofenol (DCIP).
Posteriormente, la absorbancia se midid a 520 nm a los 15 s,
(L1) para todas las mediciones en un espectrofotometro GCB,
CINTRA 1010, UV-visible (Australia). El espectrofotdmetro se
reajusto a cero mezclando: 1 mL de acido ascérbico (diferen-
tes concentraciones o extracto de muestra), 1 mL de buffer
de acetato y 8 mL de agua desionizada. Posteriormente, se
determiné la absorbancia colocando: 1 mL del estandar o
muestra de, 1 mL de buffer de acetato y 8 mL de DCIP (L2).

L1y L2 fueron las absorbancias de cada concentracion
con las que se realizé la curva de calibracién (10, 20, 30,40y
50 mg L"). Los resultados se expresaron en mg equivalentes
de 4cido ascorbico (EA) por cada 100 g de muestra peso seco
(mg EA 100 g™ p.s).

Determinacion de fenoles totales

Los compuestos fendlicos fueron determinados utili-
zando el método de Folin-Ciocalteu reportado por (Singleton
y Rossi, 1965). Las absorbancias fueron medidas en un espec-
trofotometro GCB, CINTRA 1010, UV-visible (Australia), a una
longitud de onda de 765 nm. La concentracion de fenoles se
calculé a partir de una curva estandar preparada a base de
acido galico a concentraciones de 25, 50, 75, 100 150 y 200
mg L. El contenido total de fenoles en el extracto se expresé
en mg equivalentes de acido gélico por 100 g de peso seco
de la muestra (mg EAG 100 g p.s).

Determinacion de flavonoides

Se realizé de acuerdo a Chang et al. (2002), donde las
absorbancias se midieron a 415 nm. La concentracion de fla-
vonoides se calcul6 a partir de una curva estandar preparada
a base de quercetina con 6 concentraciones de 10 a 300 mg
L. Los ensayos fueron realizados por triplicado y los resul-
tados fueron expresados en equivalentes de quercetina por
100 g de peso seco de la muestra (mg EQ 100 g™ p.s).

Determinaciéon de pigmentos fotosintéticos (clorofila y
carotenoides)
Serealizd de acuerdo al método de Soltani etal. (2019)

las absorbancias fueron medidas en un espectrofotémetro
GCB, CINTRA 1010, UV-visible (Australia), a 663 y 645 nm para
determinar clorofila a (Ca) y b (Cb) y 470 nm para determinar
carotenoides (Cc). Los calculos fueron obtenidos con la ayu-
da de las siguientes ecuaciones, los resultados se expresaron
en mg por 100 g de fruto en peso seco.

Ca=1221A,,-281A

Cb=20.13A,,,-5.03A_,

Cc=1000A,,,-3.27 Ca—104 Cb

245

Determinacion de la capacidad antioxidante
Obtencion del extracto para la cuantificacion de la activi-
dad antioxidante

A 0.5 g del material liofilizado se le agregaron 5 mL de
MeOH acuoso al 80 % (v/v), la mezcla se sometid a sonicacidon
durante 20 min a temperatura ambiente. El sobrenadante se
separd y se adicionaron 5 mL de MeOH al 80%, nuevamente
la mezcla se sometié a sonicaciéon durante 20 min mas. Los
dos extractos se mezclaron y la mezcla se mantuvo en refri-
geracion, hasta su analisis.

Capacidad antioxidante por el método del radical ABTS*

Se realizd de acuerdo Re et al. (1999), las absorbancias
se midieron a 734 nm. La actividad antioxidante se cuanti-
fico a través de una curva estandar a base de trolox (acido
6-hidroxi-2, 5, 7, 8-tetrametilcroman-2-carboxilico) de 6 pun-
tos con concentraciones de 10 a 90 mg L. Los resultados se
expresan en mg equivalente a trolox por cada 100 g de fruto
liofilizado (mg ET 100 g™ p.s).

Capacidad antioxidante por el método del radical DPPH’
Se empled el método propuesto por Kim et al. (2004),
se preparé una solucion del radical DPPH' a una concentra-
ciéon de 100 uM en metanol al 80 %. La reaccion se llevo a
cabo tomando 0.1 mL de muestra + 3.9 mL de la solucién de
DPPH’, la mezcla se homogenizé en un vortex a temperatura
ambiente, se mantuvo en oscuridad y se midi6 la absorbancia
a 517 nm después de 30 y 60 min. La concentracion de DPPH-
en el medio de reaccion se calculé a partir de una curva de
calibracion elaborada con el antioxidante sintético trolox a
concentraciones de 0.08-1.28 mM y a los 30 min y a los 60
min. Los resultados se expresaron en mg equivalentes de
Trolox por 100 g de fruto liofilizado (mg ET 100 g™ p.s).

Cuantificacion de capsaicinoides

Para extraer los capsaicinoides (capsaicina y dihidro-
capsaicina), se utilizd el método de Collins et al. (1995). La
identificacion de capsaicina y dihidrocapsaicina se realizd
con un cromatografo de liquidos de alta resolucion (HPLC)
marca Perkin Elmer serie 200, con detector de UV Flexar
(Waltham, Massachusetts). Se utilizd una columna de fase
reversa Hypersil gold, C18, 50 x 2.Tmm y con tamafo de
particula de 1.9 um. Las condiciones de operacion del HPLC
incluyeron temperatura ambiente, velocidad de flujo de la
fase movil 1 mL min”, la duracién de la corrida fue de 12 min.

Volumen XXIV, Nimero 3 »

)

)

~;é



Sanchez et al: Biotecnia / XXIV (3): 123-131 (2022)

La fase movil fue a gradiente isocratico que consistié en 25%
del disolvente A (agua 100%) y 75% del disovente B (acetoni-
trilo 100%), se inyectaron 20 pL y se registré la absorbancia a
una longitud de onda de 281 nm.

Analisis estadistico

Los resultados se compararon mediante un analisis
de varianza (ANOVA) y comparacion de medias por el mé-
todo LSD, con el software estadistico Statgraphics XVII-X64
para evaluar si existen diferencias estadisticas significativas
(o= 0.05) entre los inoculantes microbianos y el control. Las
variables de respuesta evaluadas fueron: acido ascérbico, fe-
noles totales, flavonoides, carotenoides, clorofilas a, b y total,
actividad antioxidante, capsaicina y dihidrocapsaicina.

RESULTADOS Y DISCUSION
Compuestos bioactivos
Cuantificacion de acido ascorbico

La biofertilizacion con inoculantes microbianos pro-
dujo diversos efectos sobre los compuestos bioactivos, en el
fruto de chile xcat’ik (Tabla 3). En el caso del acido ascérbico
se observo que T. harzianum y el consorcio microbiano fue-
ron iguales estadisticamente (P < 0.05) al control, en contras-
te con los frutos de las plantas inoculadas con B. subtilis que
mostraron un ligero decremento de este metabolito secun-
dario. Al repecto, Esitken et al. (2010) reportaron resultados
similares a los nuestros con la inoculacién de fresas inocula-
das con pseudomonas BA-8, bacillus OSU-142 y bacillus M-3
individualmente o en combinacién en donde el contenido de
acido ascoérbico fue igual al control; en contraste Cisternas-
Jamet et al. (2020) obtuvieron incrementos significativos de
acido ascorbico para pimiento verde inoculando tres veces
con Bacillus amyloliquefaciens en el semillero. Las diferencias
con este estudio, aparentemente se deben al mecanismo de
interaccién de los inoculantes en los pasos de inoculacién
o el proceso de inoculacién, en nuestro estudio la inocula-
cién fue efectuada después del trasplante directamente en
la base de la planta una vez cada siete dias. Otro aspecto
importante a considerar es el efecto que un determinado
microorganismo tiene sobre una planta, este efecto puede
cambiar dependiendo de las condiciones ambientales, asi

Tabla 3. Efecto de agentes inoculantes microbianos sobre el contenido de
acido ascorbico, fenoles y flavonoides en el fruto de chile xcat ik (Capsicum
annuum L.).

Table 3. Effect of microbial inoculant agents on xcat ik pepper fruit
(Capsicum annuum L.) ascorbic acid, phenols and flavonoids content.

Tratamiento Acido Fenoles Flavonoides
ascérbico (mg.100g™) (mg.100g"")
(g.100g™")

ol 2748+ 206° 44561 £5.68° 51.76 + 4.43°

B. subtilis 22834113  41421£1877°  4848+1021%

T Pl 208342100 41740£1504°  37.88+3.77%

Consorcio 2076+ 152  408.12%480° 30.78 +2.23¢

microbiano

n=3, medias (+ D.E) ?*diferentes letras en una misma columna son estadis-
ticamente diferentes (P < 0.05; LSD).
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como de otros parametros. Los microorganismos pueden
afectar a las plantas de forma beneficiosa, dafina o neutra
dependiendo del tipo de interaccion debido a que los érga-
nos de la planta interactian con estos microrganismos a lo
largo del desarrollo fenoldgico, formando complejos ensam-
blajes microbianos (Ogata-Gutiérrez, Zuniga-Davila, 2020).
El comportamiento de la sintesis del acido ascérbico con la
interaccién de los inoculantes microbianos puede producir
variacion entre resultados y es posible atribuir los cambios a
diversos factores. Se ha demostrado que las vias metabélicas
de este componente responden a estimulos ambientales
como las alteraciones en la densidad de luz, la temperatura,
un bajo nivel de oxigeno y algunas heridas que pudiera tener
la planta, adicionalmente otro aspecto importante a evaluar
en el chile xcat’ik, seria el contenido de azucares, debido a
que la biosintesis del acido ascérbico y la ruta dominante
para su acumulacion es a partir de la glucosa a través de
la via llamada L-galactosa (Wheeler et al., 2015). Asimismo,
existen estudios que sustentan que las interacciones hormo-
nales, asi como la sintesis de etileno también influyen en la
acumulacién de este metabolito (Mellidou y Kanellis, 2017).
La nula respuesta de los inoculantes microbianos sobre el
incremento de acido ascérbico en el fruto de chile xcat’ik,
posiblemente se debe a que los inoculantes microbianos no
fueron lo suficientemente capaces de movilizar a las molécu-
las o de facilitar los mecanismos que inician la biosintesis de
acido ascorbico. Sin embargo, por los resultados obtenidos
en este estudio, el uso de T. harzianum y el consorcio micro-
biano podria presentar varias ventajas en contraste con los
fertilizantes quimicos, tales como la disminucién de costos
para la produccion del cultivo (Grageda-Cabrales et al., 2012).
No existe el riesgo de acumulacién de compuestos toxicos
provenientes de los fertilizantes quimicos en plantas o frutos,
lo que podria disminuir enfermedades de quién los consume
a largo plazo, ademds de que son inocuos para el medio
ambiente.

Determinacion de compuestos fenélicos

Los compuestos fendlicos son el grupo mas grande
de compuestos antioxidantes por lo que resulta interesante
su estudio, son sintetizados cuando la planta los necesita
porque juegan un papel importante en su adaptacion al eco-
sistema (Rodrigues et al., 2019). El género Capsicum es una
fuente rica de estos compuestos bioactivos. Sin embargo,
los resultados evidenciaron que no existieron diferencias
estadisticas significativas (P < 0.05) entre tratamientos y el
control.

Resultados similares fueron reportados por Lombardi
et al. (2020), quienes no observaron una respuesta positiva
en el incremento de fenoles con la inoculacion en plantas de
fresa. Por el contrario, Pascale et al. (2017), sefalaron que la
inoculacién con T. harzianum en uvas incremento la cantidad
de los compuestos fendlicos. En este sentido, Rouphael et
al. (2017) sugieren que la biosintesis de estos metabolitos
responde al estrés provocado por las bajas temperaturas al
comparar dos temporadas de cultivo de alcachofas biofertili-
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zadas con consorcios de micorrizas arbusculares (Rizoglomus
intraradices, Funneliformis mosseae y Trichoderma atroviride).
Observaron un incremento de los compuestos fenélicos en la
temporada donde predominaron las bajas temperaturas. En
nuestro caso, las altas temperaturas (30 - 40 °C) prevalecieron
en la region durante el desarrollo de este estudio, pero no se
puede asumir que los fenoles fueron afectados por la tempe-
ratura, ya que las diferencias entre los resultados pudieron
deberse a diversos factores, como la genética de la planta,
las dosis aplicadas de los inoculantes, las técnicas utilizadas,
el ambiente, la bioquimica de las interacciones entre otros
(Calvo et al., 2014). La reaccién clave que vincula el metabo-
lismo fendlico primario con el secundario es la enzima L-fenil
alanina amonio liasa, pero la expresién de los genes de esta
enzima esta controlada por el estado de desarrollo, el tipo de
célulay una amplia variedad de factores ambientales (Salveit,
2017). Debido a la complejidad de las vias de biosintesis de
los compuestos fendlicos y sus numerosas interconexiones,
hace mas dificil comprender estos procesos (Jiménez-Gémez
etal., 2020).

Determinacién de flavonoides

Otro de los principales grupos de metabolitos secun-
darios de las plantas son los flavonoides. Su estructura poli-
fendlica tiene diversos efectos bioquimicos y antioxidantes
favorables, asociados a la prevencion de diversas enfermeda-
des crénico-degenerativas (Panche et al., 2016). En nuestro
estudio se encontraron diferencias estadisticas significativas
(P < 0.05), para los contenidos de flavonoides, observandose
similitud entre el control y B. subtilis, y un decremento con los
tratamientos de T. harzianum y el consorcio microbiano. En
contraste Chandrasekaran et al. (2019) reportaron un incre-
mento significativo en el contenido de flavonoides en frutos
de tomate inoculados con B. subtilis.

Una posible explicacién, es la poca capacidad de
los inoculantes para intervenir en la sintesis de las enzimas
peroxidasa y polifenoloxidasa encargadas de la produccion
de los flavonoides, ademas de interferencias que pudieron
surgir entre las interacciones del metabolismo de la planta
y los inoculantes microbianos. Adicionalmente, la escasa
movilidad y disponibilidad de nitrégeno, mineral que esta
relacionado con el aminoacido fenilalanina, precursor im-
portante para la sintesis de estos metabolitos secundarios
(Ortega-Garcia et al., 2015).

En el caso de T. harzianum, aunque se ha demostrado
que exhibe una gran capacidad para movilizar y absorber
nutrientes del suelo, su uso implica la coordinacién de nu-
merosas estrategias como la competencia por nutrientes que
se considera la mas importante y su uso eficaz depende de su
capacidad para conseguir energia derivado del metabolismo
de carbohidratos (Sood et al., 2020).

Los flavonoides forman parte del grupo de los fenoles
que son biosintetizados a partir de carbohidratos, en este
sentido se ha informado que algunas cepas de T. harziaium
codifican un transportador de glucosa que expresa una alta
afinidad, aun a concentraciones excepcionalmente bajas

(Benitez et al., 2004). Probablemente T. harzianum utiliza este
recurso para otros procesos donde los carbohidratos son
demandados, lo que finalmente podria hacer que no estén
disponibles para la biosintesis de los flavonoides y de ahi los
resultados obtenidos en el presente trabajo.

El proceso exacto o vias de sintesis que ocurren en las
plantas son complejos, algunos compuestos bioactivos se
ven favorecidos y otros podrian ser rezagados dependiendo
de la competencia metabdlica que se den entre las cepas de
los inoculantes y las plantas (Ramos-Solano et al., 2014).

Determinacion de pigmentos fotosintéticos
Carotenoides

Los carotenoides son pigmentos que le confieren co-
lor a los frutos y tienen propiedades antioxidantes. Los frutos
inoculados con B. subtilis and T. harzianum, mostraron un
efecto positivo en el nivel de carotenoides, estos inoculantes
microbianos fueron iguales estadisticamente (P < 0.05) entre
si, pero diferentes al consorcio microbiano que fue estadisti-
camente (P < 0.05) igual al control (Tabla 4).

Tabla 4. Efecto de agentes inoculantes microbianos sobre contenido de
clorofilas y carotenoides en el fruto de chile xcat ik (Capsicum annuum L.).
Table 4. Effect of microbial inoculant agents on xcat ik pepper fruit (Capsi-
cum annuum L.) chlorophyll and carotenoids content.

Tratamiento Clorofilaa Clorofilab Clorofila Carotenoides
mg.g™” mg.g™” total mg.g™”
mg.g”

Control 0.017 0.023 0.039 0.628
+0.0012 +0.0022 +0.003° +0.102°
B. subiilis 0.017 0.020 0.037 0.957
: +0.0022 +0.001° +0.001° +0.1662
T harzianum 0.013 0.015 0.028 1.026
: +0.00° +0.02¢ +0.002° +0.077°
Consorcio 0.012 0.017 0.029 0.603
microbiano +0.001° +0.002° +0.003° +0.044°

n = 3, medias (+ D.E) < diferentes letras en una misma columna son esta-
disticamente diferentes (P < 0.05; LSD).

Resultados similares fueron reportados por Chan-
drasekaran et al. (2019) para frutos de tomate en donde la
inoculacién con la cepa de B. subtilis CBRO5 incrementd el
contenido de carotenoides. Por su parte, Copeta et al. (2014)
no obtuvieron incrementos del contenido de carotenoides
en frutos de tomate inoculados con un consorcio microbiano
a base de microrrizas. Aligual que Mena-Violante et al. (2006),
quienes no observaron cambios en los niveles de carotenoi-
des al inocular frutos de chile ancho (Capsicum annuum L.
cv. San Luis) con consorcios microbianos a base de Glomus
fasciculatum, G. constrictum, G. geosporum y G. tortuosum,
en contraste con otro consorcio microbiano a base de G. ag-
gregaturn, G. deserticola, G. geosporum, G. microaggregatum
y S. coremioides donde encontraron un incremento de este
metabolito secundario en los frutos de chile ancho. Las dife-
rencias podrian deberse a la variaciéon genética de los culti-
vos evaluados, a las complejas interacciones que se dan entre
el inéculo y la planta que podrian no ser iguales en cuanto
a la movilidad de nutrientes por ejemplo, la movilidad del
nitrégeno que es un factor importante en la produccion de
los carotenoides (Arimboor et al., 2014).

)
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Este tipo de metabolitos estan involucrados en proce-
sos importantes como la foto proteccién, estrés y fotosintesis,
adicionalmente son precursores de la vitamina A y también
se ha reportado que algunos compuestos carotenoides
evitan que los humanos desarrollen ciertos tipos de cancer
y enfermedades cardiovasculares. Ademas protegen a la
planta contra el dafo foto oxidativo y la ayudan a mantener
su estructura. La biodisponibilidad de estos pigmentos esta
influenciada por factores dietéticos incluyendo el tipo y la
cantidad de los carotenoides consumidos y la naturaleza de
los alimentos que los contengan, el almacenamiento posco-
secha, practicas de procesamiento y coccion de los alimentos
(Shumskaya y Wurtzel, 2013; Arimboor et al., 2014; Park et al.,
2017).

Consideramos que la informaciéon generada en el
presente estudio ofrece la oportunidad de mejorar la calidad
nutracéutica del chile xcat’ik al incrementar el contenido de
los carotenoides inoculando con B. subtilis y T harzianum y
dadas las propiedades que se le atribuyen a estos metabo-
litos secundarios, los frutos podrian proporcionar un efecto
positivo en la salud humana.

Clorofilas

En relacion a los niveles de clorofila, se encontrd
variacion estadistica (P < 0.05) entre los tratamientos. Los
frutos obtenidos de plantas fertilizadas con B. subtilis fueron
similares al control en los contenidos de clorofilas a y b. Sin
embargo, con la inoculacién de T. harzianum y el consorcio
microbiano se observé un decremento en el contenido de
estos pigmentos (Tabla 4). Resultados similares a los nuestros
fueron reportados por Cisternas-Jamet et al. (2020) en estu-
dios realizados con C. annuum inoculados con B. amylolique-
faciens en diferentes estados de madurez y donde el efecto
de la inoculacién tampoco incrementé los contenidos de
clorofila. Una posible explicacién de los resultados obtenidos
en nuestro trabajo podria ser que la sintesis de las clorofilas
requiere de la presencia de luz y en consecuencia los inocu-
lantes podrian verse afectados por la luz (Cruz, 2016). Otro
factorimportante a considerar es la presencia del Mg, el prin-
cipal componente de la molécula de clorofila, es probable
que la movilidad por efecto de los inoculantes microbianos a
través del sistema radicular de la planta no haya sido efectiva
(Sood et al., 2020). También se sabe que a medida que la
madurez del fruto avanza se produce una degradacion de la
molécula de clorofila, pero este mecanismo hace que se ex-
presen otros pigmentos como los carotenos (Hortensteiner
y Krdutler, 2011). Esto concuerda con nuestros resultados en
donde destaca el contenido de carotenoides en relacién con
la clorofila.

Determinacion de la actividad antioxidante

En la Tabla 5 se puede observar que la inoculacién
microbiana influyé positivamente en los contenidos de
la actividad antioxidante, la cual es capaz de reducir las
reacciones en cadena que son daiinas para el ser humano.
Aparentemente el consorcio microbiano actué mejor como
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Tabla 5. Efecto de agentes inoculantes microbianos sobre la actividad
antioxidante del fruto de chile xcat ik (Capsicum annuum L.).

Table 5. Effect of microbial inoculant agents on xcat ik pepper fruit (Capsi-
cum annuum L.) antioxidant activity.

Tratamiento DPPH' DPPH' ABTS* ABTS*
pmol 100g" pmol 100g" pmol 100g" pmol 100g™’

30 min 60 min 1 min 7 min

Control 169.62 373.30 532.74 741.53
+3.50¢ +31.02° E26B8E +43.07¢

B. subtilis 326.26 455.60 591.66 875.36
: +65.25° +70.59° +13.16% +14.95°
T harzianum 320.00 447.03 619.74 899.93
’ +29.40° +41.74° +21.50° +39.10°
Consorcio 417.95 569.9 565.66 809.63
microbiano +14.99° +14.19° +11.50° +10.80°

n=3, medias (+ D.E) **diferentes letras en una misma columna son estadisti-
camente diferentes (P < 0.05; LSD).

regulador de la sintesis de los compuestos antioxidantes por
el método del DPPH', en donde presenté variacién estadisti-
ca (P < 0.05) entre tratamientos y se observé un incremento
de la actividad antioxidante a los 30 y 60 min en el fruto de
chile xcat’ik, seguido de B. subtilis and T. harzianum.

Chandrasekaran et al. (2019) reportaron resultados
similares a los nuestros para tomate (Solanum lycopersicum)
utilizando B. subtilis como inéculo. Los frutos mostraron un
incremento en la actividad antioxidante por el método del
DPPH'y el ABTS* con respecto a frutos comerciales y un tes-
tigo sin inoculacién. Del mismo modo, Pascale et al. (2017)
registraron incrementos en la actividad antioxidante con la
inoculacion de T. harzianum en frutos de uva.

Por otra parte, los tratamientos con B. subtilis
y T. harzianum mostraron altos niveles de la actividad
antioxidante en comparacién con el control con el método
del radical ABTS* en ambos tiempos (1 'y 7 min).

Los radicales DPPH" y ABTS* tienen un electrén des-
apareado con una absorcién caracteristica, que disminuye
significativamente con la exposicion a captadores de proto-
nes (Lee et al., 2015). Estos ensayos estan basados en una re-
accion redox la cual involucra la transferencia de electrones,
en donde los diferentes compuestos antioxidantes presentes
en la muestra donan uno o dos electrones para reducir a los
radicales o cationes (DPPH" o ABTS*) indicando una medida
precisa de la capacidad antioxidante con la finalizacion
de la reaccién (Wooton-Beard et al., 2011). En este caso el
radical ABTS* demostrd ser mas sensible porque la cinética
de reaccion fue mas rapida y su respuesta a los compuestos
antioxidantes fue mejor.

En el presente estudio hemos evaluado la actividad an-
tioxidante a través de dos métodos de determinacién. Se ha
indicado que ningun método es suficiente para estimarla por
los complejos mecanismos que se involucran, por lo tanto, es
necesario un método complementario. En este contexto, es
posible que el consorcio microbiano promueva la sintesis de
moléculas antioxidantes con caracter hidrofilico y B. subtilis
y T harzianum le den preferencia a la sintesis de moléculas
con caracter lipofilico. Esto se explica porque el método del
DPPH- engloba la determinacién de las moléculas hidrofilicas
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y el método del ABTS* da preferencia a la determinacién de
los antioxidantes lipofilicos (Li et al., 2014).

Por los resultados encontrados respecto a los conte-
nidos de acido ascdrbico, fenoles totales y flavonoides en el
chile xcat’ik, es probable que parte de esta actividad antioxi-
dante sea por accion de los carotenoides y posiblemente el
chile xcat ik posea otros agentes antioxidantes como las an-
tocianinas, vitamina E, tocoferoles, saponinas, terpenoides,
triterpenos, alcaloides, taninos, xantonas, lactonas y acidos
organicos; metabolitos secundarios a los cudles también se
les puede atribuir una alta actividad antioxidante (Hidalgo
et al., 2010; Xu et al.,, 2010; Tag et al., 2014). De esta manera
resulta de interés ampliar los estudios sobre otras moléculas
antioxidantes en este cultivo.

Cuantificacion de capsaicinoides

Los inoculantes microbianos fueron estadisticamente
iguales entre si (P < 0.05) para los contenidos de capsaicina,
pero diferentes al control quien fue predominante. En con-
traste, para los contenidos de dihidrocapsaicina no existieron
diferencias estadisticas significativas (P < 0.05) entre los ino-
culantes microbianos y el control (Tabla 6).

La variacion en el comportamiento de los inoculantes
podria atribuirse a que, durante el proceso de interaccién
entre estos y las plantas se provoca una modulacién en el
mecanismo molecular para activar redes a nivel de enzimas,
metabolitos y genes que pueden expresarse de diversas
formas (Singh et al., 2020), Por otra parte, la concentracién
de capsaicinoides también depende del genotipo y la inte-
raccién ambiental (Gurung et al., 2011), en donde destacan
las condiciones ambientales y la nutricion de las plantas, la
respuesta de los inoculantes en los cultivos depende de la
planta hospedera, la ubicacion geografica del cultivo, las
estaciones climaticas, practicas agricolas, tipo de cepas bac-
terianas, fertilidad del suelo y la interaccidn con la microflora
nativa del suelo, entre otros factores bidticos y/o abioticos
(Debnath et al., 2019).

Como se pudo observar con las practicas empleadas
en este estudio no todas las variables evaluadas tuvieron
un efecto positivo. Sin embargo, es necesario identificar
los factores que tienen poca o ninguna respuesta hacia la
mejora de los cultivos o la calidad de los frutos con el fin de
ajustar dosis, microorganismos, mezclas, uso total o parcial

Tabla 6. Efecto de agentes inoculantes microbianos sobre contenido de
capsaicinoides en el fruto de chile xcat’ik.

Table 6. Effect of microbial inoculant agents on xcat ik pepper fruit
(Capsicum annuum L.) capsaicinoids content.

Tratamiento

Capsaicina Dihidrocapsaicina
(mg kg™) (mg kg™)
Control 355.14+17.67° 176.55+£2.29°
B. subtilis 269.80+48.67° 174.36+0.312
T. harzianum 236.24+22.65° 186.82+12.59%
Consorcio microbiano 251.40+46.51° 189.57+17.60°

n=3, medias (+ D.E) con diferentes letras en una misma columna son esta-
disticamente diferentes (P < 0.05; LSD).

entre otros factores. Una produccion efectiva dependera
de muchos factores, pero cuanto mejor conozcamos el
funcionamiento de cada uno de ellos, mas cerca estaremos
del uso eficiente de los inoculantes microbianos y mejorar su
aprovechamiento.

CONCLUSIONES

Los inoculantes microbianos presentaron diferentes
comportamientos en las variables evaluadas tanto Bacillus
subtilis como Trichoderma harzianum, donde demostraron
versatilidad para incrementar el contenido de carotenoides
y la actividad antioxidante por el método del ABTS* (1y 7
min) en el chile xcat’ik (Capsicum annuum L.), mientras que el
consorcio microbiano incrementé la actividad antioxidante
mediante el método del DPPH (30 y 60 min). Este estudio
ayudé a evidenciar que los inoculantes microbianos pue-
den ser utilizados para manipular las concentraciones del
contenido de carotenoides y la actividad antioxidante en el
chile xcat’ik. Estos hallazgos resultan de importancia porque
estos metabolitos secundarios son de interés ya que podrian
promover un efecto positivo en la salud humana.
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