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Resumen

Los pimientos, chiles y ajies (Capsicum spp.), especialmente los pertenecientes a
la especie mas extendida C. annuum L., son unos de los vegetales y especias mas
importantes del mundo y sus frutos se utilizan en una gran variedad de platos, para
proporcionar aroma y sabor. Espafa es el principal productor y exportador de pimiento
de Europa, asi como centro de diversidad de gran relevancia para el pimiento comun (C.
annuum L.), destacando los tipos morrones o gruesos (incluyendo cuatrocantos como
Valenciano, Largo de Reus o Trompa de Vaca) asi como numerosos tipos varietales y
ecotipos locales como guindillas, riojanos, cornicabra, padrén, bola, piquillos,
jalapenos, serranos, etc. En los ultimos afios, se ha incrementado la demanda de frutas y
hortalizas con mayor calidad interna, tanto nutricional como organoléptica. En este
sentido, los principales factores responsables de la calidad organoléptica o flavor en
pimiento son los capsaicinoides (responsables de la pungencia en frutos picantes) y los
volatiles responsables del aroma. Los capsaicinoides han sido los componentes de sabor
mas estudiados, mientras que los trabajos sobre la fraccion volatil han sido mas
recientes y escasos, especialmente desde el punto de vista de la diversidad genética y la
mejora vegetal. Si bien, los estudios mdas recientes han revelado una considerable
diversidad interespecifica e intraespecifica en términos de composicion volatil. Sin
embargo, el conocimiento sobre la diversidad intravarietal alin es escaso y este hecho
podria ser de suma importancia para los mejoradores que buscan mejorar el sabor de
cultivares modernos o para recuperar variedades locales basadas en un alto valor
afiadido.

En la presente tesis doctoral se ha estudiado una considerable diversidad varietal
entre los pimientos en términos de calidad de aroma y la variacion cualitativa y
cuantitativa en la fraccion volatil, particularmente en frutos completamente maduros,
que abarcan las mas diversas aplicaciones alimentarias y perfiles de aroma. Con el
objetivo de poder establecer, de forma preliminar, el modo de herencia de los
compuestos aromadticos se disefid una primera linea experimental donde se caracterizéd
cualitativa y cuantitativamente la fraccion volatil de 175 muestras de frutos maduros de
una coleccioén diversa de 10 variedades de pimientos, que abarcaba diferentes tipos
varietales y cualidades aromaticas, asi como varios hibridos entre ellos, analizando

ademads por separado el pericarpio y los tejidos placentarios.



Adicionalmente, se plante6 un segundo objetivo experimental dirigido a
determinar la diversidad intravarietal a partir de la caracterizacion cualitativa y
cuantitativa de la fraccion volatil de pimientos de un tipo varietal representativo a nivel
mundial, i.e. jalapefio, en estado inmaduro, el mas importante econdmicamente en el
caso de esta variedad, incluyendo cuatro cultivares ancestrales, dos variedades
modernas, una variedad de polinizacién abierta y el chile serrano como variedad
ancestral de los jalapefios.

En ambas lineas experimentales las fraccion volatil se aisl6 mediante
microextraccion en fase solida en el espacio en cabeza (head space-solid phase
microextraction, HS-SPME) y se analizd6 mediante cromatografia de gases-
espectrometria de masas (gas chromatography-mass spectrometry, GC-MS).

En la primera linea experimental se encontré un perfil de volatiles muy diverso
entre las accesiones evaluadas y sus hibridos, incluidos terpenoides, ésteres, alcanos y
varios aldehidos y alcoholes. En la mayoria de los casos, la hibridacién proporciond
mayores cantidades de volatiles totales y una composiciéon mas compleja (i.e. mayor
numero de volatiles que los correspondientes parentales). Ademas, la fraccion volatil se
puede heredar de los padres a la descendencia, ya que la mayoria de los volatiles
individuales en los hibridos, especialmente los volatiles principales, estaban presentes
en al menos uno de los padres, siguiendo modelos de herencia intermedia (niveles entre
los de los padres) o herencia transgresiva (niveles superiores al mejor parental).
Adicionalmente, se encontraron compuestos de novo (presentes en el hibrido, ausentes
en los padres) en muchas muestras, lo que sugiere la existencia de fenémenos de
complementacion génica y confirma la compleja base genética y metabdlica de estos
compuestos. Comparativamente, los tejidos placentarios tenian niveles volatiles totales
e individuales més altos en comparacion con el pericarpio en la mayoria de las
accesiones parentales e hibridos. Este hecho es importante a considerar por los
mejoradores varietales, especialmente en variedades empleadas en férmulas culinarias
que incluyan esta parte del fruto.

En la linea experimental correspondiente al segundo objetivo, los antiguos
jalapefios (los espinaltecos) mostraron los niveles mas altos de volatiles totales,
mientras que los valores mas bajos en volatiles totales se encontraron en las variedades
modernas F1 (Delicias y Jalapa). Ademas, tanto la variedad tradicional de polinizacion
abierta Jalapefio M como el ancestro de jalapenos Serrano mostraron niveles

intermedios. Este patron también se encontré dentro de los principales grupos de



volatiles, asi como en muchos compuestos individuales, en terpenoides (3-careno, o-
longipineno, a-coapeno, B-cariofileno, a-himachaleno y B-himachaleno), ésteres (4-
metilpentil-3-metilbutanoato, 2-metilbutanoato de hexilo, 4-metilfenil pentanoato), 3-
isobutil-2-metoxipirazina y salicilato de metilo.

En conclusion, nuestros resultados indican que combinar lineas parentales con
fracciones volatiles complementarias mediante hibridacion es un método factible para
mejorar la composicion volatil de los frutos maduros en pimientos Capsicum, al
permitir fracciones mas abundantes, ricas y complejas que los propios parentales.
Ademas, hemos encontrado que las variedades locales antiguas son muy ricas en la
fraccion volatil total y en volatiles individuales. Esto ofrece a los mejoradores la
oportunidad de mejorar y seleccionar cultivares antiguos por su sabor mejorado, o
alternativamente, usarlos para mejorar el aroma y flavor de los cultivares modernos

mediante hibridacion o alternativamente mediante introgresion y retrocruzamiento.

Abstract

Peppers and chilies (Capsicum spp.), especially those belonging to the most
widespread species C. annuum L., are some of the most important vegetables and spices
in the world and their fruits are used in a wide variety of dishes, to provide their
particular aroma and flavor. Spain is the main producer and exporter of pepper in
Europe, as well as a remarkable center of diversity for the above mentioned common
pepper (C. annuum L.), particularly bell peppers or thick-fleshed types (including
cuatro cantos” types such as Valenciano, Largo de Reus o Trompa de Vaca), as well as
a range of varietal types and local ecotypes such as guindillas, riojanos, cornicabra,
padron, bola, piquillos, jalapefos, serranos, etc. In recent years, the demand for fruits
and vegetables with higher internal quality, both nutritional and organoleptic, has
increased. In this sense, the main factors responsible for the organoleptic quality and
flavor of peppers are 1) the capsaicinoids (active compounds for pungency in hot
genotypes) and ii) the volatiles responsible for the aroma (detected in the nose) and
flavor (detected in the retronasal area during mastication). Capsaicinoids have been the
most studied flavor components, while works on the volatile fraction has been more
recent and scarce, especially from the point of view of genetic diversity and plant
breeding and varieties enhancement, although the most recent studies have revealed

considerable interspecific and intraspecific diversity in terms of volatile composition.



However, the knowledge about intra-varietal diversity is still scarce and this fact could
be of utmost importance for breeders looking to improve the taste of modern cultivar or
to recover local varieties based on high added value in terms of their fruit quality.

In this doctoral thesis, a considerable varietal diversity of Capsicum peppers has
been studied in terms of aroma quality and the qualitative and quantitative variation in
fully ripe fruits, but also at the unripe stage, encompassing the most diverse food
applications and aroma profiles. Aimed to assess the mode of inheritance of volatile
compounds, a research line was designed to analyse the volatile fraction of 175 samples
of ripe fruits of a diverse collection of 10 varieties of peppers and several hybrids
between them was qualitatively and quantitatively characterized, covering different
varietal types and aromatic qualities. Alsothe pericarp and placental tissues were
analised separately.

In addition, a second experimental objective was proposed aimed at determining
the intra-varietal diversity of the volatile fraction at boththe qualitative and quantitative
levels in the jalapefio type, one of the most well known chiles, at the immature stage,
the most economically important in the case of this variety. The evaluated materials in
this experiment included four old cultivars (called espinaltecos), two modern F1 hybrid
varieties, an open-pollinated variety, and a serrano pepper, considered the ancestor of
jalapefios. In both experimental lines, the volatile fraction was isolated by means of
headspace-solid-phase  microextraction (HS-SPME) and analysed by gas
chromatography-mass spectrometry (GC-MS).

In the first experimental line, a very diverse profile of volatiles was found
among the evaluated accessions and their hybrids, including a plethora of terpenoids,
esters, alkanes, and several aldehydes and alcohols. In most cases, hybridization
provided higher amounts of total volatiles and more complex composition (i.e. greater
number of volatiles than the corresponding parents). Furthermore, the volatile fraction
can be inherited from the parents to the offspring, since most of the individual volatiles
in the hybrids, especially the main volatiles, were present in at least one of the parents,
following models of intermediate inheritance (levels between those of the parents) or
transgressive inheritance (levels higher than the best parent). Additionally, de novo
compounds (present in the hybrid, absent in the parents) were found in many samples,
which suggests the occurrence of gene complementation phenomena and confirms the
complex genetic and metabolic basis of these compounds. Comparatively, placental

tissues had higher total and individual volatile levels compared to the pericarp in most



parental and hybrid accessions and samples. This fact is important for breeders,
especially for those working with varieties whose used in culinary formulas that include
this part of fruit.

In the second experimental line, the old jalapefios showed the highest levels of
total volatiles, while the lowest values in total volatiles were found in the modern F1
varieties (Delicias and Jalapa). Furthermore, both the open-pollinated variety Jalapefio
M and the Serrano peppers showed intermediate levels. This pattern was also found
within the main groups of volatiles, as well as in most individual compounds: in
terpenoids (3-carene, a-longipinene, o-copaene, [-caryophyllene, o- and -
himachalene), esters (4-methylpentyl-3-methylbutanoate, hexyl 2-methylbuatnoate, 4-
methylphenyl pentanoate), 3-isobutyl-2-methoxypyrazine and methyl salicylate.

In conclusion, our results indicate that combining parental lines with
complementary volatile fractions by hybridization is a feasible method to improve the
volatile composition of ripe fruits in Capsicum peppers, enabling more abundant, richer
and more complex fractions than the parents. Furthermore, we have found that the old
local varieties can be very rich in the total volatile content and in individual volatiles.
This gives the opportunity to breeders the opportunity to improve and select older
cultivars for their improved flavor, or alternatively, use them to enhance the aroma and

flavor of modern cultivars by hybridization or by introgression and backcrossing.
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Introducciéon

1.- Introduccion

1.1.- Situacion botanica y formas cultivadas

El nombre cientifico del género Capsicum deriva segin unos autores del griego
kapso (picar) y segun otros de kapsakes (capsula). Este género pertenece a la extensa

familia de las Solanaceas (Nuez et al., 2003):

Division: Spermatophyta

Linea XIV: Angiospermae

Clase A: Dicotyledones

Rama 2: Malvales-Tubiflorae
Orden XXI: Solanales (Personatae)

Familia: Solanaceae

Género: Capsicum

La taxonomia dentro del género es compleja, debido a la diversidad de criterios
utilizados en la clasificacion y la exitencia en las especies cultivadas de una gran
variedad de formas.

Bajo las voces de “pimientos”, “chiles” (México, EEUU y mundo anglosajon,
derivada de la voz nauahtl chilli) y “ajies” (Centroamérica y Sudamérica, derivada del
taino de Santo Domingo axi/) se integran una de las hortalizas cultivadas mas
importantes del mundo (FAO, 2020). Se reconocen 32 especies en el género, de las
cuales 27 son silvestres y cinco se cultivan (Gurnani et al., 2016; Nickels, 2015). Estas
ultimas son: 1) C. annuum L., la especie mas popular y econdmicamente importante de
todas es la comunmente llamada pimiento y abarca una extraordinaria diversidad
varietal, e incluye los tipos “california”, “jalapefios”, “numex” y “ancho”, entre otros; ii)
C. chinense Jacq., muy extendida en Latinoamérica, es muy popular en México y el
Caribe, que incluye pimientos muy picantes como el tipo “habanero”; iii) C. frutescens
L. es especialmente popular en Asia, Africa, Latinoamérica y Sur de EEUU cuya forma

mas conocida es “tabasco”; iv) C. baccatum L. o “aji”, presenta una amplia distribucion

mundial, siendo las guindillas su forma mas popular, que contiene la “gota de limon” y



Introduccion

“aji escabeche” como algunas de sus formas mas comunes; y finalmente; v) C.
pubescens Ruiz et Pav., que contiene los tipos “rocoto” y “manzano” la menos conocida
pero la mas arraigada en la region andina (DeWitt y Bosland, 1996; Kraft, 2009; Nuez
et al.,2003).

El complejo annuum estd integrado por las especies cultivadas de flor
completamente blanca: C. annuum, C. chinense y C. frutescens (DeWitt y Bosland,
1996; Nuez et al., 2003). Los cruzamientos entre estas especies son viables lo que
indica proximidad filogenética. C. annuum posee flores solitarias en cada nudo, no
presentan manchas difusas en la base de los pétalos, la corola es de color blanco lechoso
(ocasionalmente purpuras) y en la antesis los pedicelos son a menudo pendientes. Los
frutos maduros no muestran constriccion anular en el caliz en la unién con el pedicelo
(Figura 1). Los frutos son de carne habitualmente firme de semillas de color paja (Nuez
et al., 2003). Es la especie a nivel morfoldgico que manifiesta una mayor diversidad,
como puede observarse en la extraordinaria variedad de tamafios, formas y colores de
fruto que presentan los cultivares de esta especie (Figura 2). Debido a que ha
experimentado un mayor nimero de procesos de adaptacion y seleccion hacia distintos

usos al ser la especie mas ampliamente difundida.

Figura 1. Flor de C. annuum Figura 2. Diversidad de frutos

C. frutescens presenta flores solitarias en cada nudo con pedicelos erectos en la
antesis. Las flores de corola blanca-verdosa, en muchas ocasiones los pétalos aparecen
ligeramente revolutos y no presentan manchas difusas en la base. Los frutos maduros
presentan un caliz sin constriccion anular en la union con el pedicelo siendo a menudo
irregularmente rugoso (Figura 3). Los frutos con semillas de color paja y de carne con
frecuencia blanda. C. frutescens es una especie semicultivada, aunque se han
desarrollado varias lineas cultivadas (e.g. tipo tabasco), en muchas regiones de
Sudamérica (Brasil, Perti y Ecuador) sus frutos son recolectados de plantas que crecen

espontdneamente en la naturaleza. Es la especie que ha experimentado un proceso de
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domesticacion menos intenso y como consecuencia es la especie cultivada de Capsicum

con la menor variabilidad morfolégica (DeWitt y Bosland, 1996).

Figura 3. Flores y frutos de C. frutescens.

C. chinense presenta dos o mas flores en cada nudo en ocasiones aparecen
solitarias, en la antesis los pedicelos aparecen pendientes o erectos, de corola blanca-
verdosa aunque en ocasiones puede aparecer blanca o purpura, con pétalos normalmente
rectos y sin manchas difusas en su base. Se observa normalmente constriccion anular en
la union con el pedicelo en el caliz de sus frutos maduros. Los frutos de carne firme y
semillas de color paja. C. chinense es la especie, tras C. annuum, mas variable del

complejo (Figura 4).
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Figura 4. Detalle de constriccion anular, flor y frutos de C. chinense.
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Capsicum baccatum var. pendulum representa otra estirpe o constituye una linea
genética claramente diferenciada del complejo annuum. Eshbaugh (1968) apuntdé que
distintas especies Sudamericanas se caracterizaban por flores de color crema con
manchas amarillas o verdes en la corola, solitarias en cada nudo, de pedicelos erectos o
pendientes en la antesis y pétalos ligeramente revolutos (Figura 5). Los frutos recuerdan
a guindillas largas de mayor o menor longitud, superficie tosca, carne firme y semillas
de color crema. El tipo silvestre de esta especie, designado a C. baccatum var. baccatum
y es muy comun en Bolivia, con poblaciones en Paraguay, norte de Argentina, sur de
Brasil y Pertl (menos frecuentes). Comtinmente conocido como “aji”, es la especie mas
popular en Sudamérica, no solo por ser picante sino también por los distintos sabores y
suave aroma que ofrecen sus diferentes cultivares. Su nivel de variabilidad cercano a los
de C. annuum y C. chinense es debido al proceso de seccidon y mejora intenso debido a
su importancia histérica desde las civilizaciones precolombinas. Fuera de Sudamérica es
poco conocido, aunque ha llegado a México, Hawai y la India. El hecho de que esta
especie no haya alcanzado el nivel de difusion del pimiento comun podria ser debido a

la dominancia desde fechas tempranas de C. annuum.

Figura 5. Flor y frutos de C. baccatum.

Capsicum pubescens forma otro linaje genético distinto de C. baccatum y del
complejo annuum. Esta especie, descrita por primera vez por Ruiz (1952) no despert6 la
atencion de los taxonomistas hasta fechas relativamente recientes (Eshbaugh 1979 y
1982). Morfologicamente, es distinto a cualquier otro pimiento domesticado, posee
grandes flores moradas o moradas difuminadas con blanco y frutos con semillas

marrones/negras (Figura 6).
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Figura 6. Flor y frutos de C. pubescens.

Genéticamente, pertenece a un grupo consolidado de taxones salvajes que
incluyen a C. eximium (Bolivia y norte de Argentina), C. cardenasii (Bolivia) y C.
tovarii (Peru). C. pubescens es una especie muy particular, pues su cultivo se desarrolla
fundamentalmente en las tierras altas, frescas y himedas de los Andes (> 2000 m), en
paises como Bolivia, Ecuador y Peru, donde el resto de las especies dificilmente
prosperarian (Bo y Carpizo, 2015; Espinosa-Torres y Ramirez-Abarca, 2016; Wahyuni
et al., 2013). Presenta mala adaptacion a condiciones agroclimaticas diferentes, por ello
se ha extendido inicialmente a las tierras altas de Guatemala y Sur de México,
especialmente Chiapas, y también posee un mercado exportador de semillas en el sur de
California. Aunque sus frutos aparecen muy arraigados en la gastronomia andina, esta

especie ha permanecido practicamente desconocida para el resto del Mundo.

1.2.- Origen, domesticacion y difusion

El género Capsicum es originario de Sudamérica, en concreto del Altiplano
boliviano. Los frutos de este género han sido aprovechados por el ser humano desde la
noche de los tiempos. Su domesticacion y cultivo son también muy antiguos, existiendo
vestigios que datan de miles de afios a.C.. Los restos de chiles mas antiguos, con 7.000 a
9.000 anos de antigiiedad, fueron recuperados de estratos precerdmicos de cuevas secas
en dos estados de México: las cuevas de Coxcatlan, en el Valle de Tehuacén (Puebla) y
las cuevas de Romero y Valenzuela, en Ocampo (Tamaulipas), junto con restos de otros
cultivos como calabaza (Cucurbita spp), frijol/judia (Phaseolus spp.) y maiz (Zea mays

L.) (Kraft et al. 2014). De hecho el consumo de productos de origen vegetal entre las
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diversas poblaciones prehispanicas, segun el Cddice Florentino, estaba constituido
basicamente por chile (Capsicum spp.), frijoles (Phaseolus vulgaris L.), maiz (Zea mays
L.) y calabaza (Cucurbita spp.) (Meckelmann et al., 2015; Vera-Guzman et al., 2011).
La hipotesis comiunmente aceptada sobre el origen y domesticacion de las
especies cultivadas de Capsicum fue propuesta por McLeod et al. (1982). Estos
investigadores sugirieron que gran parte del género Capsicum surgié en un area nuclear
del centro de Bolivia, en una region comprendida actualmente entre las ciudades de
Cochabamba, Santa Cruz y Sucre. En esta region se producirian dos flujos migratorios
genéticos: 1) hacia los Andes y ii) hacia las tierras bajas, en direccion a la Amazonia. La
estirpe de flores purpura (C. eximium o un ancestro similar) se habria desplazado a los
Andes, dando lugar a la silvestre C. cardenasii y a la cultivada C. pubescens. Esto
explicaria la adaptacion especifica de C. pubescens a estas condiciones ambientales y su
mal comportamiento fuera de ellas. Migrando el linaje de flores blancas hacia las tierras
bajas de la Cuenca amazoénica, siguiendo el curso del rio Mizque (Figura 7). Por el
camino, se habria domesticado C. baccatum en las zonas secas del sur de Bolivia. Del
resto del flujo genético habria surgido el ancestro silvestre del complejo annuum,
posteriormente se habria domesticado en la misma Amazonia C. chinenese, mientras

que C. annuum lo haria en México (Pickersgill, 1988).
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Figura 7. Mapa de localizacion del “area nuclear” y expansion precolombina del pimiento. Composicion

basada en Heiser (1976) y McLeod ef al. (1982).
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El pimiento fue una de las primeras especies americanas introducidas en el Viejo
Mundo. De hecho, en el mismo diario de Cristobal Colén (13 de enero de 1493) ya se
describe con interés: “Dice que quiere partir porque ya no aprovecha nada detenerse...
Alli hay mucho algodéon y muy fino y luengo... También hay mucho aji, que es su
pimienta... toda la gente no come sin ella... Puédense cargar cincuenta carabelas cada
afo de aquella Espafiola”.

Como la expedicion fue financiada para buscar una ruta alternativa hacia Asia
para comerciar con productos asidticos (sedas, especias, lacas, etc.), evitando la ruta
africana controlada por Portugal, Colon envié a Espaiia todo aquello que presentara
potencial econémico. Los pimientos se presentaban como una alternativa seria a la
apreciada (y también picante) pimienta de Asia (Piper nigrum L.), lo que explicaria su
veloz difusion por el Viejo Mundo. Primero, desde Espafia hacia el Mediterraneo,
Inglaterra y Europa Central (Namesny, 2006) y, posteriormente, durante el siglo XVI de
la mano de los comerciantes portugueses, se difundirian C. frutescens y C. chinense,
desde sus colonias brasilefias hacia sus areas de influencia en Africa, China (S.XVII-

XVIII) e India (S.XIX) (Greenleaf, 1986).

1.3.- Importancia economica del pimiento

Tras siglos de dispersion y adaptacion especifica a diversas condiciones
agroclimaticas, existe actualmente una extraordinaria diversidad genética en este
cultivo, con una plétora de variedades y ecotipos locales. Esta diversidad se refleja en la
versatilidad de aplicaciones culinarias de estos frutos, e.g. fresco, asado, frito, encurtido,
salsas, fruto deshidratado (ahumado o sin ahumar), en escamas, polvo de pimenton,
oleorresinas, contribuyendo con su particular sabor y aroma a una multitud de platos y
recetas (DeWitt y Bosland, 2009; Duelund y Mouritsen, 2017; Fernandez-Ronco et al.,
2011).

En el mundo se produjo en 2018 un total de 40.936 millones de kg, un 1.24 %
mas que el ano anterior y un 22.29 % mas que diez afios atras (FAO, 2020). La
superficie dedicada a producir pimiento fue de 3.766.757 hectareas, con un rendimiento
medio por metro cuadrado de 2 kg de pimiento.

Entre los cinco mayores productores mundiales de pimiento (China, México,

Turquia, Indonesia y Espafia), obtienen el 69% de la cosecha mundial de esta hortaliza.
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De entre ellos destaca China con el 45%, México produce el 8.5%, Turquia el 6.3%,
Indonesia el 6.2% y Espafia con algo mas del 3% de la produccion mundial.

De los 40.936 millones de kg de pimiento que se han producido en el mundo,
practicamente la mitad corresponde a China, primer productor mundial, con
18.506 millones de kg, 816.831 hectareas y un rendimiento de 3 kg/m?. El segundo en el
ranking es México con 3.440 millones de kg, 188.389 hectareas y 2.35 kg/m?. Seguido
por Turquia con 2.569 millones de kg, 97.947 hectareas y 3 kg/m?. En cuarto lugar
figura Indonesia con 2.542 millones de kg, 308.547 hectareas y 0.82 kg/m?.

Espafia ocupa el quinto lugar de la produccion mundial de pimiento con
1.282 millones de kg destinando para ello una superficie de 22.608 hectareas,
encontrandose la mayor produccion espaiiola de pimiento en Almeria y Murcia (Figura
8), obteniendo un rendimiento medio de 6.5 kg/m?. De entre los treinta mayores
productores mundiales solo Marruecos, Israel y Hungria tienen un rendimiento similar.
El caso de Holanda es especial (27 kg/m?), ya que en ese pais no se produce pimiento al
aire libre, lo que si ocurre en Espafia. La superficie que en Espana se dedica a producir
al aire libre es casi 8 veces superior a la superficie total que en Holanda se dedica a
producir pimiento en invernadero.

En cuanto al resto de competidores de Espafia en la comercializacion de
pimiento en los mercados europeos, Egipto ocupa la séptima posicion con 776 millones
de kg, 66.142 hectareas y 2 kg/m?. Holanda aparece en el decimosegundo lugar con 355
millones de kg, 1.311 hectéreas y 27 kg/m?. Marruecos ocupa la décimo tercera posicion
al haber producido 281 millones de kg sobre una superficie de 6.738 hectareas y 6,7
kg/m?. Ttalia est4 en el décimo quinto lugar con 260.7 millones de kg, 10.522 hectéreas
y 2.5 kg/m? Israel aparece en el vigésimo lugar del ranking mundial, con una
produccion de 196.112 millones de kg de pimiento, una superficie 3.243 hectareas y un
rendimiento promedio de 6 kg/m?.

Espafia es el primer exportador de la Union Europea y tercero mundial tras
China y EE.UU. Exporta en torno al 50% de la produccion. En algunas hortalizas de
invernadero supera el 70%. Los principales productos exportados son las hortalizas de
invernadero (tomate, pimiento y pepino), citricos, melocotén y nectarina. Los
principales destinos son europeos: Alemania, Francia, Reino Unido y Paises Bajos

(EUROSTAT, 2019).
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El pimiento es uno de los cultivos horticolas mas importantes en Espafia. En
cuanto a superficie es el octavo cultivo horticola, precedido por el tomate, champifion,

lechuga, brocoli, ajo, cebolla y sandia (MAPA, 2020).
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Figura 8. Distribucion de la produccion de pimiento en Espafia por comunidades. Fuente: (MAPA, 2020).

1.4.- Calidad del fruto

1.4.1.- Calidad externa

Existen numerosos caracteres relativos a la calidad externa del fruto en el género
Capsicum, aunque probablemente, el color, la forma y el tamafio son los mas
importantes. En este sentido, el género Capsicum es extraordinariamente variable y
abarca una amplia variedad de tamafios, formas y colores.

La apariencia externa de los frutos y su uniformidad, junto al rendimiento y la
resistencia a enfermedades, son algunos de los criterios mas importantes aplicados por
las companias de semillas para seleccionar nuevas variedades, debido al importante
papel que juega la percepcidn visual en la venta de un producto vegetal.

En opinion de Namesny (2006), el mercado de exportaciébn centra sus
preferencias en los pimientos cortos del tipo California en todas sus coloraciones: verde
(Alemania y Dinamarca), rojo (Francia y Suecia), amarillo (Italia) y, recientemente,
naranja. Los destinos del pimiento del tipo Lamuyo son fundamentalmente Italia, sur de

Francia, Portugal y el mercado espafiol. Existe en el mercado nacional cierta preferencia
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por los tipos locales o tradicionales, siendo los mas representativos Bierzo, Fresno de la

Vega, Najerano, Valenciano y los mas pequeos Piquillo y Guindilla.

1.4.2.- Calidad nutricional

Los pimientos del género Capsicum ya se usaban en la dieta de los pueblos
precolombinos americanos en muchas recetas, generalmente como parte de salsas o
como especias (Reifschneider y Ribeiro, 2008). La ingesta de pimiento permite la
incorporacion a la dieta de diversos compuestos bioactivos como vitaminas (acido
ascorbico), compuestos fendlicos (flavonoides), carotenoides y capsaicinoides
(Sanchez-Sanchez et al., 2010; Wahyuni et al., 2013).

La cantidad y composicion de estos metabolitos varia entre los genotipos, y se
ven afectados por muchas condiciones como la madurez del fruto, los sistemas de
cultivo y los métodos de procesado (Howard et al., 2000; Markus et al., 1999). La
presencia de algunos de estos metabolitos puede funcionar como mecanismo de defensa
general contra diversas tensiones bidticas y abioticas (Aloni et al., 2008; Park et al,
2012; Schulze y Spiteller, 2009).

Aunque los frutos de pimiento se consumen principalmente por su sabor, aroma
y color unicos, algunas tribus nativas americanas han usado estas frutas en la medicina
tradicional para tratar el asma, la tos, el dolor de garganta y el dolor de muelas
(Singletary 2011; Zacharian y Gobinath, 2008). La industria farmacéutica comercializa
la capsaicina como un bdlsamo de aplicacion externa para contrarrestar dolores
musculares (Zacharian y Gobinath, 2008). Ademas, la capsaicina proporciona alivio en
osteoartritis (De Silva et al, 2011). Los flavonoides son conocidos por sus efectos
bioquimicos y farmacoldgicos, que incluyen antioxidantes, antiinflamatorios y
antialérgicos (Grassi et al., 2010; Lee et al., 1995). Las vitaminas presentes en los frutos
de pimiento también se han reclamado por otros beneficios para la salud. Por ejemplo,
la vitamina A (después de convertirse de provitamina A) es importante para la
diferenciacion de la cérnea, las membranas conjuntivales y la retina, asi como para la
integridad de las células epiteliales (IOM, 2001). La vitamina E ha sido probada por su
efecto inhibitorio sobre la tumorigénesis en modelos animales (Ju et al, 2010). La
aplicacion de B-caroteno o una mezcla de carotenoides, que consiste en [-caroteno y
luteina de los pimientos, mostrd un efecto fotoprotector contra la irradiacion de la luz

solar y puede ayudar a suprimir la carcinogénesis de la piel (Nishino et al., 1999; Stahl
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y Sies, 2005). Se ha demostrado que una mezcla de polifenoles de acido cinamico y
derivados de quercetina disminuye la proliferacion de las células cancerosas (Jeong et

al., 2011).

1.4.2.1.- Carotenoides

Los carotenoides son pigmentos naturales ampliamente distribuidos en la
naturaleza. Son principalmente isoprenoides lipofilicos C40 y se sintetizan en todos los
organismos fotosintéticos (bacterias, algas y plantas), asi como en algunas bacterias y
hongos no fotosintéticos jugando un papel importante en la fotosintesis, la
fotoproteccion y la estabilizacion de los radicales libres (Huang et al., 2017; Nisar et al.,
2015), son conocidos por sus propiedades cromogénicas que atribuyen vivos colores
rojo, naranja y amarillo a los organismos (Sun et al, 2018a). El nombre genérico
proviene de la zanahoria, Daucus carota, ya que fue de esta hortaliza de donde se
aislaron por primera vez (Badui, 2006). No son producidos por animales, pero los
carotenoides juegan un papel importante en su nutricion y salud, ya que presentan
actividades antioxidantes y anticancerigenas y actuian como precursores de otros
compuestos, como la vitamina A y el acido retinoico (Giuffrida et al., 2013; Huang et
al., 2017; Nisar et al., 2015; Sun et al., 2018a). En los humanos, los carotenoides
también sirven como antioxidantes y reducen la degeneracion macular del ojo
relacionada con la edad, la principal causa de ceguera en los ancianos de todo el mundo
(Fiedor y Burda, 2014; Johnson y Krinsky, 2009).

Algunos como la capsantina, el pB-caroteno, la zeaxantina y la luteina se han
confirmado como antioxidantes (Miiller ef al., 2011) con beneficios para la salud en la
prevencion o el alivio de diversas enfermedades (Bian et al., 2012; Dhingra y Bansal,
2014; Niranjana ef al., 2015).

La capsantina, es el carotenoide mas abundante en las variedades de fruto rojo, y
es el que presenta la actividad antioxidante més intensa y de efecto mas prolongado
previniendo las cataratas y procesos degenerativos de la macula ocular (Matsufuji ef al.,
1998; Seddon et al., 1994). B-caroteno, el precursor mas eficiente de la vitamina A, es el
carotenoide mejor conocido y mas estudiado (Wang, 1994) y ha sido descrito como un
compuesto con actividad antitumoral (National Academy of Science, 1982; Ziegler et
al., 1986), la luteina reduce el riesgo de enfermedades coronarias, y junto a su isémero

zeaxantina, es fundamental en la proteccion del ojo a la radiacion solar (Lee ef al.,
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2005). La luteina sdlo tiene interés nutricional en frutos inmaduros, pues desaparece con
la maduracion.

El pimiento es una de las fuentes mas ricas de carotenoides entre los cultivos de
hortalizas (Palevitch y Craker, 1995). La variedad de colores dentro del género
Capsicum esta parcialmente promovida por la variedad de carotenoides presentes en ¢l
(Figura 9), principalmente los oxigenados, cuyo perfil puede cambiar en funcién de la
etapa de madurez, especies y cultivares, lo que demuestra la complejidad de la
biosintesis de carotenoides (Conforti et al., 2007; Giuffrida et al., 2013; Kim et al.,
2016). Los pimientos rojos maduros presentan una mayor capacidad antioxidante que
los frutos verdes (Cervantes-Paz et al., 2012; Kim et al., 2011).

Los genotipos de frutos rojos contienen dos pigmentos carotenoides rojos,
capsantina y capsorrubina, que son caracteristicos del pimiento (Minguez-Mosquera y
Hornero-Mendez, 1993; Paran y van der Knaap, 2007). La capsantina y capsorubina son
productos finales de la via de los carotenoides y se forman a partir de anteraxantina y
violaxantina, respectivamente. Esta conversion es catalizada por la enzima bifuncional
capsantina-capsorubina sintasa (Bouvier et al., 1994), codificada por el locus Y
dominante (Lefebvre et al, 1998; Paran y van der Knaap, 2007). Ademas de la
capsantina y capsorubina, los frutos de pimiento rojo contienen una cantidad de
carotenoides menores, como los naranjas a- y [-caroteno, B-criptoxantina,
anteraxantina y zeaxantina, asi como, los amarillos violaxantina y neoxantina. Estos son
intermediarios en la via que conduce a la capsantina y capsoruibna y pueden contribuir

al tono del color del fruto rojo (Wahyuni et al., 2011).
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Figura 9. Principales carotenoides en el género Capsicum Fuente: (Antonio et al., 2018).
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La ausencia de la fraccidon isocromica roja en las especies de Capsicum con
frutos amarillos generalmente se asocia con la inactivacion de la enzima capsantina-
capsorubina sintasa (Ha et al., 2007; Rodriguez-Burruezo et al., 2010a) que es
basicamente responsable de la trasformacion de violaxantina y antheraxantina en
capsorubina y capsantina ( Ha et al., 2007; Hornero-Méndez et al., 2000; Huang et al.,
2017). Esta inactivacion también explica la acumulaciéon de violaxantina como el
principal carotenoide en especies de frutos amarillos. Entre estas especies también se ha
informado la presencia de luteina como un carotenoide principal (Giuffrida ef al., 2013;
Haet al., 2007; Kim et al., 2016).

Hay varias combinaciones de genes que conducen a los frutos de pimiento
naranjas, segun varios estudios el color naranja puede derivarse de al menos dos
fenotipos bioquimicos diferentes: un genotipo que produce grandes cantidades de [-
caroteno y un genotipo que produce una mezcla de carotenoides amarillos y rojos, pero
a niveles mucho mas bajos que en los genotipos de frutos rojos (Guzman et al., 2010).

Las accesiones de pimiento de frutos marrones acumulan carotenoides tipicos de
frutos rojos, como la capsantina y la capsorubina, ademas de la clorofila b. Los frutos
marrones retienen clorofilas debido a una mutacién en el gen retenedor de clorofila (cl),
en combinacioén con un locus Y dominante que es el responsable de la produccion de
capsantina y capsorubina (Efrati et al.,, 2005). Esta combinacién de genes permite que
los carotenoides rojos y las clorofilas verdes se acumulen simultdneamente en la fruta

madura y causen el color marrén (Borovsky y Paran, 2008).

Esta riqueza en carotenoides ha permitido que los frutos de Capsicum se hayan
utilizado como colorantes alimentarios durante siglos, cuya version mas moderna son
los pimentones y las oleorresinas (Zapata et al., 1992). Pero también convierten a estos
frutos en una excelente fuente de compuestos nutricionales con innumerables beneficios

para la salud (Rodriguez-Burruezo y Nuez, 2006).

1.4.2.2.- Vitaminas
Las vitaminas son componentes esenciales de los alimentos cuyo aporte

adecuado es imprescindible para el normal funcionamiento del organismo humano

(Belitz y Grosch, 1997). Las vitaminas actian como coenzimas y cofactores, e
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intervienen en numerosas reacciones metabdlicas que se producen en el organismo.

Realizan fundamentalmente una funcion reguladora y protectora (Kuklinski, 2003).

Generalmente la clasificaciéon de las vitaminas se realiza en funcién de la

solubilidad, y asi las dividimos en (Pérez Rios y Ruano, 2004):

Vitaminas liposolubles: vitaminas A, D, E y K.

Vitaminas hidrosolubles: vitamina C y vitaminas del complejo B.

El organismo solo presenta reservas de vitaminas liposolubles, pero estas
reservas son pequefas y, en consecuencia, tanto las vitaminas liposolubles como
hidrosolubles deben ser consumidas cada dia. En general, los vegetales contienen una
mayor proporcion de hidrosolubles que de liposolubles, situacion que se invierte en los
alimentos de origen animal (Badui, 2006). El pimiento es una fuente importante de
diversas vitaminas o precursores de las mismas. Por su elevado aporte a la dieta son de

destacar las vitaminas A, C y E (Raigon, 2007).

Tres carotenoides, a-caroteno, B-caroteno y [B-criptoxantina, contribuyen a la
actividad de la provitamina A (IOM, 2001). Después del consumo, las enzimas
oxigenasas convierten los carotenoides en retinol (Simpson y Chichester, 1981; Topuz y
Ozdemir, 2007). La vitamina A, también llamado retinol o axeroftol, no existe en los
vegetales como tal, pero si como sus provitaminas o precursores carotenoides, de los

cuales existen mas de 500 (Badui, 2006).

Los pimientos son una rica fuente de provitamina A y los niveles de esta
vitamina estan relacionados con el color especifico del fruto. Los cultivares de frutos
rojos, frutos naranjas y frutos marrones tienen niveles de provitamina A de 3 a 5 veces
mas altos por cada 100 g de fruto fresco que los de los cultivares de frutos verdes, frutos
amarillo y frutos morados y contribuyen a 5-10% ingesta diaria recomendada (IDR)/100
g de fruto fresco de la porcion comestible (Rodriguez-Burruezo et al., 2010a; Simonne
et al., 1997; Topuz y Ozdemir, 2007). Entre todos ellos, B-caroteno es el precursor mas
efectivo y puede suponer hasta el 90% del aporte de provitamina A en pimientos

maduros (Howard et al., 1994; Latham, 2002).

Su carencia inhibe el crecimiento, produce el endurecimiento del epitelio en

varias partes del cuerpo, principalmente de los sistemas respiratorio, visual,
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reproductivo y urinario, y afecta las estructuras 6sea y dental. Estd considerado el
compuesto mas efectivo en la prevencion de la xeroftalmia en nifos (del griego “ojos
secos”, que conlleva una disminucion de la transparencia de la cérnea) y la ceguera
nocturna en adultos.

La vitamina C (&cido ascorbico) es necesaria para la funcidon cardiovascular, el
desarrollo de células inmunes, el tejido conectivo y la utilizacién de hierro. Aunque las
plantas y la mayoria de los animales pueden sintetizar acido ascorbico, los humanos
carecen de L-gulono-1,4-lactona oxidoreductasa, que se requiere para el paso final en la
sintesis del 4cido ascorbico. Como éste no puede almacenarse en el cuerpo, la
vitamina C debe adquirirse regularmente de fuentes dietéticas principalmente de plantas
ricas en acido ascorbico. Como muchos alimentos vegetales no son ricos en acido
ascorbico, la capacidad de aumentar el nivel de esta vitamina en los alimentos vegetales
aumentaria su valor nutritivo (Chen et al., 2003).

El 4cido ascérbico es el principal compuesto de vitamina C y es un componente
funcional y nutricional de los frutos de pimiento (Teodoro et al., 2013; Topuz y
Ozdemir, 2007). Los pimientos frescos son excelentes fuentes de acido ascorbico
(vitamina C), que participa en varios procesos antioxidantes en las plantas ademas de
actuar en la prevencion de enfermedades cronicas humanas, incluidos ciertos tipos de
cancer, trastorno coronario, arteriosclerosis y cataratas (Howard et al., 2000). Es bien
conocido como un compuesto antioxidante y bioactivo, particularmente en pimientos
maduros (Kim et al., 2011; Topuz y Ozdemir, 2007). Los niveles mas altos de acido
ascorbico observados durante la maduracion pueden estar relacionados con la intensidad
de la luz y los niveles mas altos de glucosa, el precursor del acido ascorbico (Howard y
Wildman, 2007; Osuna-Garcia et al., 1998). Ademas de la maduracion, las diferencias
en los antecedentes genéticos y las condiciones ambientales de crecimiento también
afectan el contenido de 4cido ascoérbico (Aloni et al., 2008; Howard y Wildman, 2007).
En frutos deshidratados el contenido en dacido ascorbico es inapreciable. Asi,
probablemente por su naturaleza hidrosoluble y extremadamente 14bil, este cardcter no
es un objetivo de mejora en derivados como el pimenton o las oleorresinas.

El contenido en 4cido ascorbico suele ser muy alto en pimiento y es uno de sus
factores de calidad nutricional mas importantes. Los frutos de pimiento son una rica
fuente de acido ascorbico en la dieta humana junto con otras verduras, como el bréocoli,
las zanahorias, la lechuga, el pepino y los tomates (Howard y Wildman, 2007; Palevitch

y Craker, 1995). De hecho, este compuesto fue aislado por primera vez en 1928 a partir
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de frutos de pimiento por el investigador hingaro Albert Szent, Premio Nobel en 1937
por sus trabajos con el acido ascérbico. Los niveles de vitamina C en los genotipos de
pimiento pueden variar de 43 mg/100 gr de fruto fresco a 247 mg /100 g de fruto fresco
(Eggink et al., 2012; Wahyuni et al. 2011) y puede contribuir del 50 % a mas del 100 %
de la ingesta diaria recomendada (IDR).

La vitamina C es esencial para la produccion de colageno, proteina que mantiene
la estructura corporal y contribuye en gran medida a la cicatrizacion de las heridas. La
vitamina C es vital para la salud de la piel, retarda la aparicion de arrugas y también de
otras afecciones relacionadas con la edad, como la artritis. Refuerza el sistema
inmunolodgico, alivia las alergias y estimula la produccion de varias hormonas. Es una

de las vitaminas que mas se toman como complemento (Scott-Moncrieft, 2000).

La vitamina E, por su estructura quimica, actlla como antioxidante natural a
nivel celular y reduce los peroxidos provenientes de la oxidacion de los acidos linoleico
y linolénico. Cabe indicar que una teoria establece que el envejecimiento del ser
humano se debe a la accion de estos peroxidos sobre las proteinas (Badui, 2006). De
hecho, se recomienda una dieta rica en vitamina E cuando se consumen concentraciones

elevadas de dichos acidos.

Los tocoferoles se presentan como formas a, B, y y 9, determinadas por el
nimero y la posicion de los grupos metilo en el anillo aromético (DellaPenna y Pogson,
2006). Cada compuesto de tocoferol individual tiene una contribucion relativa diferente
a la actividad total de la vitamina E. El a-tocoferol tiene la mayor actividad de vitamina
E, seguido por el B-tocoferol, el y-tocoferol y el d-tocoferol (DellaPenna y Pogson,
20006). Para la dieta humana, los pimientos son una de las fuentes mas ricas de vitamina
E natural, ademas de algunas otras verduras como esparragos, repollo, brocoli y
berenjenas (Isabelle et al. 2010). Aunque no alcanza los niveles de las vitaminas A 'y C,
el pimiento contiene proporciones considerables de esta vitamina en forma de o-
tocoferol (pericarpio) y y-tocoferol (semillas) (Osuna-Garcia et al., 1998). Los niveles
de tocoferol estan influenciados por la etapa de madurez del fruto (Markus et al., 1999;
Matsufuji ef al., 1998; Osuna-Garcia et al., 1998) y varian entre cultivares de pimiento

(Wahyuni et al. 2011).
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1.4.2.3.- Polifenoles

Los polifenoles son metabolitos secundarios que se hallan ampliamente
distribuidos en el reino vegetal que desempenan una gran diversidad de funciones en las
plantas, contribuyendo a la defensa frente a plagas y factores de estrés asi como al
sabor, aroma y color de frutas y hortalizas (Espin de Gea y Tomads-Barberan, 2006;
Taylor y Groteworld, 2005).

Entre los polifenoles, los flavonoides son el grupo més abundante. Actualmente
hay alrededor de 6.000 flavonoides que contribuyen a los coloridos pigmentos de frutas,
vegetales y plantas medicinales. Kumar y Pandey (2013) revisaron las funciones
protectoras de los flavonoides contra las enfermedades humanas, asi como sus
funciones en las plantas. Tienen diversos efectos bioquimicos y antioxidantes favorables
asociados con diversas enfermedades como el cancer, la enfermedad de Alzheimer
(EA), la aterosclerosis, etc. (Burak e Imen, 1999; Castafieda-Ovando et al., 2009; Lee et
al., 2009).

Los flavonoides estdn asociados con un amplio espectro de efectos que
promueven la salud y son un componente indispensable en una variedad de aplicaciones
nutracéuticas, farmacéuticas, medicinales y cosméticas. Esto se debe a sus propiedades
antioxidantes, antiinflamatorias, antimutagénicas y anticancerigenas (Panche et al.,
2016).

Existen seis grandes familias: antocianos, flavanoles, flavonoles, flavononas,
flavonas e isoflavonas. Los pimientos son ricos en compuestos fenolicos, que también
muestran propiedades beneficiosas para el organismo humano. En pimiento, los
flavonoides mas importantes son la quercetina (flavonol) y la luteolina (flavona). El
interés de los investigadores por el contenido de estos compuestos fenodlicos en pimiento
es relativamente reciente y existen algunos estudios interesantes. No esta claro como
afecta el estado de madurez a los niveles de estos fenoles. Asi, mientras que algunos
autores sefalan que son mayores en fruto verde (Lee et al., 1995; Marin et al., 2004),
otros como Howard et al. (2000) han descrito niveles similares entre frutos maduros e

inmaduros.
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1.4.3.- Calidad organoléptica

Los atributos de sabor y las funciones de salud de los pimientos juegan un papel
importante en su popularidad como producto de consumo. La creciente atencion
prestada al sabor de los pimientos ha llevado a un aumento en el nimero de estudios
con el objetivo de comprender no solo su sabor, sino también su aroma Unico (Giuffrida
et al., 2013; Lutz y Freitas, 2008). Sin embargo, los compuestos de aroma, asi como los
compuestos de sabor y los atributos funcionales dependen de muchos factores, como la
variedad, la etapa de cosecha, las condiciones de crecimiento y origen geografico (Lutz
y Freitas, 2008; Topuz y Ozdemir, 2007). La gran diversidad genética del género
Capsicum, ademas de los efectos edafoclimaticos de su origen geografico, requiere la
investigacion de la composicion fitoquimica de los pimientos (Lutz y Freitas, 2008).

En este sentido, el contenido en azlicares y acidos orgéanicos (responsables del
sabor) de los frutos Capsicum es muy bajo, por lo que su calidad organoléptica depende
fundamentalmente de dos factores: i) pungencia (capsaicinoides) en frutos picantes y
i1) volatiles responsables del aroma, tanto en frutos dulces como picantes (DeWitt y

Bosland, 1996; Luning et al., 1994; Rodriguez-Burruezo et al., 2010b y 2016).

1.4.3.1.- Pungencia

Una caracteristica que distingue a los frutos de pimiento, es la sintesis y
acumulacién de capsaicinoides, inodoros, insipidos y compuestos no nutritivos (Bosland
y Votava, 2000), que son un grupo alcaloide responsable de su pungencia (picante),
compuestos que se encuentran principalmente en el tejido de la placenta adyacente a las
semillas (Vera-Guzman et al., 2017), donde el 90% estd compuesto por capsaicina y
dihidrocapsaicina (Bo y Carpizo, 2015; Wahyuni ef al., 2013), cuya funcion principal es
la defensa contra el ataque de los mamiferos (Rodriguez-Burruezo et al., 2010a) y la
presencia de hongos y bacterias (Segura er al., 2013). Otros capsaicinoides
relacionados, como son la nordihidrocapsaicina, la homocapsaicina y la
homodihidrocapsaicina, también estan presentes en cantidades mas bajas (Aguiar et al.,

2013; Barbero et al., 2008; Laskaridou-Monnerville, 1999) (Tabla 1).
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Tabla 1. Estructuras quimicas y niveles de pungencia de capsaicinoides Fuente: (Eich, 2008; Ravishankar

et al., 2003; Zachariah y Gobinath, 2008).

Cantidad relativa Unidades de calor de
tipica Scoville (SHU)

HO
9
capsaicina 69% 15.000.000 \ODVNHM

Compuesto Estructura quimica

HO
(]
dihidrocapsaicina 22% 15.000.000 \DI\:L,NHL(\/\/\/L

nordihidrocapsaicina 7% 9.100.000 o NHg(WY
~q :. ‘ NH
homodihidrocapsaicina 1% 8.600.000 Y
HO =
|
homocapsaicina 1% 8.600.000 "o NHM

La biosintesis de capsaicina involucra dos vias, es decir, la via fenilpropanoide,
que proporciona el precursor fenilalanina para la formacién de vanililamina, y la via
valina que proporciona la valina precursora del acido 8-metil-6-nonanoico. La
capsaicina es biosintetizada por la capsaicina sintetasa a través de la condensacion de
productos de las vias fenilpropanoide y valina (Prasad et al., 2008).

Se ha demostrado que los pimientos son variables con respecto a las
concentraciones de capsaicina, que incluye los pimientos cosechados de la misma planta
(Keyhaninejad et al., 2014; Kirschbaum-Titze et al., 2002). Esto ha generado una serie
de proyectos de investigacion que probaron varios factores que podrian aumentar la
produccion de capsaicionides. Estos factores incluyen: estrés osmoético (Arrowsmith et
al., 2012; Kehie et al., 2012), temporada de cosecha (Pordesimo et al., 2004),
fertilizacion nitrogenada (Medina-Lara et al., 2008; Monforte-Gonzalez et al., 2010).

El picante en los pimientos se expresa en la Unidades de Calor Scoville (SHU)
(Tabla 2). La escala de Scoville fue inventada por el cientifico Wilbur Lincoln Scoville
en 1912 cuando utiliz6 la prueba organoléptica (Scoville, 1912). En esta prueba, se
extrae una cierta cantidad de pimiento con etanol, que luego se diluye repetidamente
hasta que la sensacion picante ya no se puede detectar en la lengua. El nimero de veces
que el extracto tiene que diluirse se toma como el picante en unidades de SHU (Bosland

y Votava, 2000; Nickels, 2015). Actualmente, el contenido de capsaicionides en los
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pimientos se mide por HPLC (cromatografia liquida de alto rendimiento) (Duelund y
Mouritsen, 2017).

La capsaicina es conocida por su efectividad farmacoldgica, neurologica y
dietética. También tiene una actividad antibidtica significativa y la capacidad de reducir
el nivel de colesterol en la sangre (Gurnani et al., 2016). La capsaicina también es capaz
de matar algunos tipos de células cancerosas (Anandakumar et al., 2013; Dawan et al.,
2017; Prasad et al., 2008) y proporcionar alivio en artritis y enfermedades respiratorias
(Prasad et al., 2008), también es antioxidante y tiene propiedades anticancerigenas,
antiartriticas y analgésicas (Dawan et al., 2017; Prasad et al., 2008).

Los capsaicinoides tienen fuertes efectos farmacoldgicos, que pueden usarse
para el alivio del dolor, prevencién del céancer, reduccion de peso, ademas de
proporcionar beneficios gastrointestinales y cardiovasculares (Luo et al., 2011). Otros
componentes menores que afectan en gran medida el flavor y el sabor de los pimientos
Capsicum son los alcoholes, terpenos, aldehidos, cetonas, 4cidos grasos y ésteres de

acidos grasos (Eggink ef al., 2012; Saha et al., 2015).

Tabla 2: Pungencia en escala Scoville (Scoville Heat Units, SHU) y las principales especies/variedades de

Capsicum spp. Fuente: (Peralta, 2007).

Unidad Scoville Variedad/Chile
850.000-1.001.304 Bhut Jolokia (India, Sri Lanka)
350.000-570.000 Red Savina Habanero (California, USA)
100.000-350.000 Chile Habanero
100.000-325.000 Scotch Habanero
100.000-200.000 Chile Jamaicano
50.000-100.000 Chilpete, Piquin, Chile Thai
30.000-50.000 Pimienta Cayanna, Chile Tabasco
10.000-30.000 Chile Serrano, Chile de arbol
2.500-8.000 Chile Jalapefio
2.500-5.000 Chile Tabasco
1.000-1.500 Chile Poblano
0 Chile Dulce (Pimiento dulce, Chile verde)

1.4.3.2.- Volatiles

En el caso de la pungencia (capsaicinoides), existen numerosos estudios desde
muy diferentes perspectivas (tecnologia de alimentos, genética y gendmica, mejora,
quimica). Por el contrario, el interés por los volatiles responsables del aroma y el flavor
(por estimulo sensorial de los volatiles en la cavidad retronasal durante la masticacion)

ha sido mucho mas limitado y no existen lineas de investigacion dirigidas a la mejora de
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este atributo, a diferencia de otros aspectos relativos a la calidad (carotenoides,
vitaminas, compuestos fenolicos) (Rodriguez-Burruezo et al., 2006 y 2010b).

En los tltimos afios, han sido identificados mas de 300 compuestos volatiles en
frutos de pimientos frescos y procesados, pero la importancia de estos compuestos en el
aroma no es todavia completamente conocida (Antonio et al., 2018; Kollmannsberger et
al., 2011; Patel et al., 2016). Ademas, usando todo el volatoma del fruto, varios
compuestos tipicos fueron identificados y vinculados a rasgos de impacto para cada
especie de Capsicum y juegan un papel clave para evaluar la calidad comercial de frutos
(Shim et al., 2014: Taiti et al., 2015). Los compuestos aromaticos de los pimientos se
ven afectados por varios factores, relacionados no solo por la variedad y el origen sino
también por el crecimiento y condiciones de cosecha/postcosecha, como la etapa de
maduracién y preservacion de frutos (Defilippi et al., 2009; Junior et al., 2012;
Takahashi et al., 2018).

Como el aroma es una de las caracteristicas de fruto mas apreciadas, es probable
que los compuestos de sabor volatiles desempefien un papel clave en la determinacion
de la percepcion y aceptabilidad de los productos por parte de los consumidores. La
identificacion de metabolitos clave del sabor volatil que tienen el caracter inico de la
fruta natural es esencial, ya que proporciona la identidad sensorial principal y el sabor
caracteristico de los frutos (Cheong et al., 2010).

El aroma es una mezcla compleja de una gran cantidad de compuestos volatiles,
cuya composicion es especifica para las especies y, a menudo, para la variedad (Schwab
et al., 2008). Aunque los diferentes frutos a menudo comparten muchas caracteristicas
aromaticas, cada fruto tiene un aroma distintivo que depende de la combinacioén de
volatiles, la concentraciéon y el umbral de percepcion de los compuestos volatiles
individuales (Tucker, 1993).

Como un rasgo importante de la calidad del fruto, el aroma ha ganado una
atencion creciente en los ultimos afios. Con el rapido desarrollo de la ciencia y la
tecnologia, especialmente la aplicacion de GC-MS y otros aparatos analiticos, se ha
avanzado en la investigacion de aromas en varios campos (Song y Forney, 2008).

Los volatiles de sabor se derivan de una variedad de compuestos que incluyen
fitonutrientes como acidos grasos, aminodacidos, carotenoides, fenoles y terpenoides
(Goff y Klee, 2006). Los compuestos volatiles de los frutos se componen
principalmente de diversas clases de productos quimicos, incluidos ésteres, alcoholes,

aldehidos, cetonas, lactonas y terpenoides.
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Los factores previos a la cosecha, como la luz solar, la disponibilidad de agua, la
fertilizacion y las aplicaciones quimicas, afectan al crecimiento del cultivo y pueden
afectar las caracteristicas de calidad interna del producto cosechado, incluido el sabor.
Fuertes lluvias antes de la cosecha diluyen los compuestos aromatizantes en los tomates
(Solanum lycopersicum L.). El potencial de aroma de uva fue mas alto en las vides con
déficit hidrico leve y suministro moderado de nitrogeno. El estrés por déficit hidrico
severo parecia limitar el potencial de aroma, al igual que la deficiencia de nitrogeno
(Peyrot des Gachons et al., 2005).

Como los volatiles se componen de al menos cinco clases quimicas, existen
varias vias involucradas en la biosintesis volatil. Estos no se han descrito
completamente, pero parecen ser comunes para diferentes frutas. Los volatiles
importantes para el aroma y el sabor se biosintetizan a partir de aminodcidos, lipidos de
membrana y carbohidratos (Sanz et al., 1997). Aunque los compuestos volatiles se
sintetizan a través de algunas vias bioquimicas principales, varias formas de
modificaciones enzimaticas, como hidroxilaciones, acetilaciones y metilaciones, se
suman a la diversidad de los volatiles emitidos al aumentar su volatilidad en el paso
final de su formacion (Dudareva et al., 2004; Gang, 2005).

Los 4cidos grasos son los principales precursores de los volatiles aromaticos en
la mayoria de frutos (Sanz et al., 1997). Los alcoholes, los aldehidos, las cetonas, los
acidos, los ésteres y las lactonas derivados de acidos grasos que van desde C1 hasta C20
son compuestos aromaticos importantes y son responsables de los sabores de frutas
frescas con altas concentraciones, y se forman bdsicamente por tres procesos: o-
oxidacién, B-oxidacion y la ruta de la lipoxigenasa (Schwab y Schreier, 2002). Los
volatiles aromaticos en los frutos intactos se forman a través de la via biosintética de -
oxidacion, mientras que cuando el tejido del fruto se rompe, los voldatiles se forman a
través de la via de la lipoxigenasa (LOX) (Schreier, 1984). Muchos de los ésteres
alifaticos, alcoholes, acidos y carbonilos que se encuentran en las frutas se derivan de la
degradacion oxidativa de los acidos linoleico y linolénico (Reineccius, 2006).

Aunque la degradacion de los 4cidos grasos de cadena lineal por a y B-oxidacion
es un proceso importante para la formaciéon de moléculas de sabor en todos los
organismos, las vias especificas en las plantas no se conocen bien. La B-oxidacion
produce la eliminacion sucesiva de unidades C2 (acetil CoA) del acido graso original.
Los mecanismos detallados de la B-oxidaciéon convencional estan bien establecidos

(Goepfert y Poirier, 2007). Sanz et al. (1997) informaron que la B-oxidacion de acidos
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grasos es el proceso biosintético primario que proporciona alcoholes y acil coenzima A
(CoA) para la formacion de ésteres. Los acil CoA se reducen con acil CoA reductasa a
aldehido que a su vez se reduce por alcohol dehidrogenasa (ADH) a alcohol para que
alcohol aciltransferasa (AAT) lo use para producir ésteres (Bartley et al., 1985). Los
aromas de pera y manzana han sido dos ejemplos clasicos de formacion volatil a través
de la via de B-oxidacion (Paillard, 1990). La biosintesis de lactonas, componentes clave
del aroma en frutas como el melocoton y la nectarina (y-decalactona y y-dodecalactona),
la pifia (9-octalactona) o el coco (Cocos nucifera L.) (y-octalactona), también se asocia
con la via de la B-oxidacion (Tressl y Albrecht, 1986).

El metabolismo de los acidos grasos poliinsaturados, a través del primer paso
catalizado por LOX y las reacciones posteriores, se conoce comunmente como la ruta
LOX. Los aldehidos C6 y C9 y alcoholes saturados e insaturados volatiles son
importantes contribuyentes a los sabores caracteristicos de frutas, verduras y hojas
verdes. Los aldehidos y alcoholes de cadena corta son producidos por las plantas en
respuesta a las heridas y juegan un papel importante en las estrategias de defensa de las
plantas y resistencia a las plagas (Matsui, 2006; Stumpe y Feussner, 2006).

Los aminoacidos, como la alanina, la valina, la leucina, la isoleucina, la
fenilalanina y el acido aspartico, también participan en la biosintesis de aromas en la
fruta como precursores directos, y su metabolismo es responsable de la produccion de
una gran cantidad de compuestos, incluidos los alcoholes, los carbonilos, acidos y
¢ésteres (Baldwin et al., 2002; Sanz et al., 1997). Los aminoacidos pueden sufrir una
desaminacion o transaminacion inicial que conduce a la formacion del correspondiente
cetoacido. La descarboxilacién posterior seguida de reducciones, oxidaciones y/o
esterificaciones dan lugar a aldehidos, acidos, alcoholes y ésteres (Reineccius, 2006).

Los terpenoides constituyen una de las familias més diversas de productos
naturales. Muchos de los terpenoides producidos son no volatiles y estdn involucrados
en procesos importantes de la planta como la estructura de la membrana (esteroles), la
fotosintesis (cadenas laterales de clorofila, carotenoides), la quimica redox (quinonas) y
la regulacion del crecimiento (giberelinas, acido abcisico) (Croteau ef al., 2000).

Los terpenoides volatiles, hemiterpenoides (C5), monoterpenoides (C10),
sesquiterpenoides (C15) y algunos diterpenoides (C20), estan involucrados en las
interacciones entre plantas y herbivoros o polinizadores de insectos y también estan
implicados en la defensa general o las respuestas al estrés (Dudareva et al., 2004;

Pichersky et al., 2006; Pichersky y Gershenzon, 2002). Se descubri6 que los
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terpenoides, principalmente los miembros C10 y C15 de esta familia, afectan los
perfiles de sabor de la mayoria de las frutas y el aroma de las flores en diferentes
niveles.

Muchos terpenoides tiene propiedades medicinales, en consecuencia son de
interés para la industria farmaceutica como agentes antirretrovirales o compuestos
antipaludicos (Modzelewska et al., 2005). Las variaciones sintéticas y los derivados de
terpenos y terpenoides naturales también amplian enormemente la variedad de aromas
utilizados en perfumeria y sabores utilizados en aditivos alimentarios.

A pesar de su diversidad, todos los terpenoides derivan de las unidades de
construccion comunes isopentenil difosfato (IDP) y su isomero dimetilalil difosfato
(DMADP) (Croteau et al., 2000; Croteau y Karp, 1991; McGarvey y Croteau, 1995). En
las plantas, tanto IDP como DMADP se sintetizan a través de dos vias paralelas, la ruta
del mevalonato (MVA), que estd activa en el citosol, y la ruta del metileritritol-4-
fosfato (MEP), que estd activa en los plastidos (Lichtenthaler, 1999; Rodriguez-
Concepcion y Boronat, 2002; Rohdich et al., 2002; Rohmer, 2003). En general, se
reconoce que la via citosdlica es respondable de la sintesis de sesquiterpenos,
fitoesteroles y ubiquinonas, mientras que los monoterpenos, giberelinas, acido abcisico,
carotenoides y la fraccion prenilo de clorofilas, plastoquinona y tocoferol se producen
en los plastidos (Lichrenthaler, 1999; Rodriguez-Concepcién y Boronat, 2002; Rohdich
et al.,2002; Rohmer, 2003).

Los carotenoides son pigmentos tetraterpenoides que se acumulan en los
plastidos de las hojas, flores y frutos, donde contribuyen a la coloracion roja, naranja y
amarilla. Ademas de su papel en las plantas como pigmentos y colorantes accesorios
fotosintéticos, los carotenoides también son precursores de apocarotenoides (también
llamados norisoprenos) como el 4cido abscisico de fitohormonas, las moléculas visuales
y de sefializacion del acido retiniano y retinoico, y los volatiles aromaticos como -
ionona. (Schwab et al., 2008).

Los carotenoides y sus derivados apocarotenoides son moléculas isoprenoides
importantes para el metabolismo primario y secundario de las plantas y otros
organismos vivos (Rosati et al., 2009). La escision oxidativa de los carotenoides
conduce a la produccién de apocarotenoides y es catalizada por una familia de
dioxigenasas de escision de carotenoides (CCDs) (Auldridge et al., 2006b). Los
volatiles de apocarotenoides se sintetizan solo en la Gltima etapa de maduracion, a pesar

de que las enzimas CCDs estan presentes durante todo el desarrollo de la fruta (Simkin
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et al., 2004a). Las CCDs a menudo exhiben promiscuidad del sustrato, lo que
probablemente contribuye a la diversidad de apocarotenoides que se encuentran en la
naturaleza (Auldridge et al., 2006b). Los CCDs también difieren en su localizacion
subcelular: se predice que algunos, como CCD1, son citosolicos; otros poseen péptidos
de transito para la seleccion de plastidios o plastoglobules (Rubio ef al., 2008). En
general, la biosintesis de compuestos volatiles derivados de carotenoides se realiza a
través de tres pasos: una escision inicial de dioxigenasa que produce apocarotenoides,
seguida de transformaciones enzimaticas de estos apocarotenoides que conducen a la
formacion de precursores de aroma polar, y finalmente conversiones catalizadas por
acidos de estos precursores a volatiles compuestos (Winterhalter y Rouseff, 2002). Sin
embargo, en algunos casos un producto volatil es el resultado de la etapa inicial de
escision de dioxigenasa, como se demostré para la P-ionona en Arabidopsis
(Arabidopsis thaliana) (Auldridge et al., 2006a), tomate (Solanum lycorpesicum) y
petunia (Petunia hybridea) (Auldridge et al., 2006b; Simkin et al., 2004b).

Una mejora del flavor, lo que erréneamente conocemos como “sabor”, del
pimiento y formas relacionadas pasa por investigar en profundidad la fraccion volatil y
su diversidad, asi como el modo de herencia de este factor de calidad organoléptica.
Adicionalmente, el estado de madurez es otro aspecto a tener en cuenta pues pimientos,
chiles y ajies pueden consumirse tanto inmaduros (verdes) como maduros, aunque este
ultimo es el mas comun comercialmente en Espaia y Europa, y el perfil de volatiles (y
otros compuestos como los antioxidantes) puede ser muy variable seglin el momento de
desarrollo del fruto (Luning et al., 1994; Pino et al., 2006).

Ademas, el nivel de compuestos bioactivos/nutricionales aumenta con la
maduracion (Bosland y Votava, 2000; Ribes-Moya et al., 2018) y también el aroma
generalmente evoluciona de notas herbaceas/grasas a perfiles mas diversos, es decir,
notas frutales, herbaceas, balsamicas, exoéticas, etc., aumentando diferencias sensoriales
y quimicas entre variedades (Bogusz et al., 2012; Morales-Soriano et al., 2018; Pino et
al., 2007; Rodriguez-Burruezo et al., 2010b). En cuanto a los factores organolépticos, la
pungencia se debe a la presencia de capsaicinoides en los frutos, que se sintetizan
principalmente durante el desarrollo y la maduracion del fruto en la placenta y semillas
(Buczkowska et al., 2016; Olguin-Rojas et al., 2019) y constituyen un sistema de
proteccion evolutivo para las semillas contra los herbivoros (Baby y Ranganathan,
2016; Barchenger y Bosland, 2016). La pungencia es el rasgo activo de sabor mas

conocido en los pimientos y se ha estudiado durante mas de 100 afos desde los
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primeros estudios de Scoville, que abarca muchos enfoques diferentes, incluidos los
organolépticos, la tecnologia de alimentos, la genética y mejora, la metabolomica, etc.
(Estrada et al., 1999; Jarret et al., 2003; Lu et al., 2017; Olguin-Rojas et al., 2019;
Scoville, 1912; Wahyuni et al., 2013). Por el contrario, los estudios sobre el aroma y la
fraccion volatil han sido relativamente escasos y solo en los ltimos afios este factor ha
llamado la atencion de cientificos y mejoradores (Eggink et al., 2014; Kollmannsberger
et al., 2011; Morales-Soriano et al., 2018; Pino et al., 2007; Rodriguez-Burruezo et al.,
2010b).

Ademas, como factores relacionados con el aroma y el sabor, los volatiles son
esenciales para la calidad organoléptica de las frutos (Cremer y Eichner, 2000; Luning
et al., 1994) y para promover el interés y la lealtad del consumidor, que generalmente
asocian un sabor y aroma agradables con altos beneficios nutricionales (Brugarolas et
al., 2009; Hammer et al., 2003; Ribes-Moya et al., 2018). En este sentido, el aroma de
cualquier alimento es el resultado de una combinacion cualitativa y cuantitativa de
compuestos de su fraccion volatil que alcanzan un nivel lo suficientemente alto como
para ser percibido por la nariz humana. En otras palabras, todo el aroma depende de la
intensidad y la calidad del aroma de cada volatil que contribuye al olor. Ademas, cada
volatil tiene su umbral especifico de deteccion de olores y, por lo tanto, hay compuestos
muy potentes que se pueden oler a partes por mil millones como B-damascenona (aceite
de rosa, melocoton, tomate, pepino), mesifurano (fresa, pifia) o 3-isobutil-
metoxipirazina (pimientos). Mientras que otros deben alcanzar concentraciones mucho
mas altas (Rodriguez-Burruezo et al., 2004; Rodriguez-Burruezo et al., 2010b).
Ademas, el aroma contribuye al sabor cuando se detectan estos volatiles en el area
retronasal durante la masticacion (Luning et al., 1994; Morales-Soriano et al., 2018;
Rodriguez-Burruezo et al., 2010b).

Las preferencias de aroma y sabor en los pimientos son muy diversas, y son en
parte responsables de la diversidad varietal explicada anteriormente (DeWitt y Bosland,
2009). Por lo tanto, algunos consumidores prefieren los pimientos picantes, mientras
que otros prefieren los pimientos suaves o los pimientos dulces. De la misma manera, se
espera que los pimientos Serranos, Numex, Jalapefios o incluso rocotos de la region
andina proporcionen un aroma y un sabor sulfurosos intensos a pimiento verde
(dominados por pirazinas, aldehidos y otros volatiles con intensas cualidades de aroma
herbaceo), mientras que otros mercados o consumidores prefieren el dulce afrutado,

incluso con notas exodticas, aromas de Habaneros o Scotch Bonnet muy picantes o el
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dulce Aji Dulce de C. chinenese (dominado por ésteres, alcoholes y acidos de cadena
corta, entre otros, y la falta de volatiles con cualidades de aroma herbaceo) (DeWitt y
Bosland, 2009; Morales-Soriano et al., 2018; Pino et al., 2007). También otras
variedades como los tipos Cayena de C. annuum y C. frutescens (por ejemplo,
variedades Tabasco) o la mayoria de ajies C .baccatum, que combinan notas de
pimiento verde y aroma afrutado, son muy apreciadas en otros nichos de mercado
(DeWitt y Bosland, 2009; Eggink et al., 2014; Kollmannsberger et al., 2011). Por lo
tanto, los mejoradores de pimiento tienen una amplia gama de preferencias de sabor
para trabajar.

En este contexto, se han estudiado mas de 300 compuestos en la fraccion volatil
de frutos de Capsicum (Antonio et al., 2018; Kollmannsberger et al., 2011; Patel et al.,
2016; Pino et al., 2007; Rodriguez-Burruezo et al., 2010b), aunque muchos trabajos se
han limitado a una diversidad varietal estrecha, perteneciente a tipologias especificas
y/o materiales especificos para el procesado de alimentos (Bianchi y Lo Scalzo, 2018;
Luning et al., 1994; Simian et al., 2004; Sosa-Moguel et al., 2017; Zimmermann y
Schieberle, 2000), y solo unos pocos informes revelaron un papel importante del fondo
genotipico en la diversidad de la fraccion volatil y la calidad del aroma en pimientos
completamente maduros (Eggink et al., 2014; Kollmannsberger ef al., 2011; Rodriguez-
Burruezo et al., 2010b). En un estudio preliminar, basado en pimientos verdes menos
complejos, mostramos que alguna base de herencia podria estar detrds de la expresion
de este rasgo (Moreno-Peris ef al., 2012). Sin embargo, atin se desconoce la capacidad
de las variedades de Capsicum para generar nuevos materiales con aroma mejorado en
frutos completamente maduros por hibridacion. Para lograr este objetivo, es esencial
saber como la composicion volatil se hereda de los padres a la descendencia, tanto
cuantitativa como cualitativamente, como se inform¢ en algunos estudios en pepino y
los géneros Citrus o Prunus (Gancel et al., 2003; Gancel et al., 2005; Goémez et al.,
1993; Rodriguez-Burruezo et al., 2004) entre otros.

Por lo tanto, en base a nuestro conocimiento previo, se seleccionaron varias
fuentes de variacion de Capsicum, que abarcan diferentes cualidades de aroma en la
etapa completamente madura para evaluar si los programas de mejora basados en la
hibridacién son factibles para mejorar este factor de sabor en los pimientos, a pesar de la
complejidad de las vias biosintéticas de volatiles en frutas y verduras. En el presente
trabajo, las fracciones volatiles de un conjunto diverso de accesiones C. annuum y C.

chinense, y varios hibridos entre ellos C. annuum *x C.annuum y alguno C. annuum X
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C. chinense han sido analizados y comparados en frutos completamente maduros para
evaluar: 1) las reglas de herencia de estos rasgos activos de sabor y ii) la oportunidad de
desarrollar nuevas combinaciones mejoradas de volatiles por hibridaciéon. Ademas, el
pericarpio y los tejidos placentarios se analizaron por separado para determinar si la
composicion volatil difiere entre los tejidos del fruto, debido a la relevancia de ambos
tejidos en la calidad del sabor de los alimentos derivados de los pimientos.

Los estudios en la ultima década revelaron una considerable diversidad
interespecifica e intraespecifica en términos de composicion volatil. Por el contrario, el
conocimiento sobre la diversidad intravarietal atin es escaso y este hecho podria ser de
suma importancia para los mejoradores que buscan mejorar el sabor de cultivares
modernos o para recuperar variedades locales basadas en un alto valor afiadido. Aqui
presentamos unos resultados preliminares de un estudio sobre la fraccion volatil de
pimientos de tipo varietal jalapefio en su etapa inmadura, la mds importante
econdmicamente en los jalapefos, como caso de estudio. Los pimientos jalapefios han
demostrado propiedades antioxidantes (Alvarez-Parrila et al., 2011) y han demostrado
una accion efectiva contra los lipidos alimentarios y la oxidacion del colesterol LDL

humano (Alvarez-Parrila ef al., 2012) debido a varios compuestos bioactivos.
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2.- Objetivos

Como principal productor y exportador de pimiento de Europa, Espafia es centro
de diversidad de gran relevancia para el pimiento comin (C. annuum), destacando los
tipos morrones 0 gruesos, pero también numerosos tipos varietales y ecotipos locales
como guindillas, padron, bola y piquillos. Asimismo, la diversidad genética presente en
el género Capsicum es extraordinaria y abarca varias especies cultivadas ademas de C.
annuum, las cuales podrian ser fuentes de variacion para la mejora de ésta tltima o,
alternativamente, para diversificar el sector productivo espafiol.

A este respecto uno de los principales factores de calidad organoléptica de
pimientos, chiles y ajies es su aroma, conferido por una mezcla diversa de volatiles,
cuya combinacion cualitativa y cuantitativa marca las diferencias entre genotipos para
este atributo. Ademas, estos volatiles se liberan durante la masticacion y son detectados
por las terminaciones nerviosas de la cavidad retronasal, llevando al cerebro la
percepcion de “sabor”, flavor en un sentido estricto. Por ello, cualquier programa de
mejora de calidad organoléptica de estos frutos debe abordar el estudio de su fraccion
volatil, asi como su modo de herencia de ésta y el impacto que diversos factores pueden
tener en su composicion (e.g. variedad, estado de madurez).

Para este fin se dispone de una amplia coleccion de accesiones pertenecientes a
diversos tipos varietales de las especies mencionadas y abarca una amplia
representacion geografica, y de materiales hibridos entre ellas. La hipdtesis de partida
del proyecto es que sobre la base de estos materiales es posible: 1) establecer el modo de
herencia a partir de la comparacion padres-hibridos y determinar si es factible un
programa de mejora basado en hibridacion/introgresion de fondo genético entre tipos
varietales o especies para desarrollar pimientos mas sabrosos y con un perfil aromatico
mejorado y 1ii) evaluar la diversidad genética (intravarietal, intervarietal e
interespecifica) para este caracter de calidad organoléptica, para determinar si también
es factible iniciar programas de mejora basado en la seleccion de genotipos dentro de

tipos varietales especificos..

Con esta finalidad se plantean los siguientes objetivos parciales:

Objetivo 1: Caracterizacion cualitativa y cuantitativa de la fraccion volatil de

una coleccion de entradas de pimiento y especies relacionadas e hibridos entre ellas, en
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frutos maduros, para establecer de forma preliminar el modo de herencia de estos
compuestos en el principal estado de madurez comercial. Asimismo, determinar si es un
caracter claramente heredable o no en base al contenido total de volatiles y/o el
contenido de volatiles individuales.

Objetivo 2: Caracterizacion cualitativa y cuantitativa de la fraccion volatil de
entradas pertenecientes a tipos varietales de referencia, para estudiar preliminarmente la
diversidad intravarietal de este caracter en el estado de madurez mas adecuado

comercialmente para cada variedad.
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3.- Fase experimental, resultados y discusion

3.1.- Linea experimental 1: Hibridacion en pimientos y chiles (Capsicum sp.) para
la mejora de su composicion volatil en fruto maduro: efecto de la combinacion

parental y del tejido del fruto

3.1.1.- Metodologia

3.1.1.1.- Material vegetal

En el presente trabajo se estudié una coleccion de 10 accesiones de Capsicum,
8de C. annuum y 2 de C. chinense, incluyendo diversos origenes geograficos,
diversidad varietal, caracteristicas del fruto y calidades aroméaticas en estado
completamente maduro (Pereira-Dias et al., 2019; Rodriguez-Burruezo et al., 2010b)
(Tabla 3). Esta diversidad de calidades aromaticas abarcaba las diferentes preferencias
de flavor de los consumidores en esta hortaliza/especia y sus derivados alimenticios, y
por tanto, proporcionaba un enfoque integral y un conjunto de materiales adecuado para
inspirar a los mejoradores que trabajan en diferentes sabores y aromas. La evaluacion
incluyé una coleccién de hibridos entre accesiones con caracteristicas y cualidades
aromaticas complementarias, 6 hibridos de C. annuum x C. annuum y 3 hibridos de C.
annuum x C. chinense, con objeto de estudiar el efecto de la combinacion parental y la
herencia de la fraccion volatil como responsable del aroma y flavor.

Para minimizar el efecto ambiental en la composicién del fruto, las plantas se
cultivaron en un invernadero con sistema de control climatico ubicado en la Universitat
Politécnica de Valéncia (UPV), Campus de Vera, Valencia (Espana), durante el ciclo de
cultivo de primavera-verano de 2018. Diez plantulas por accesion se dividieron en cinco
bloques (dos plantas por bloque) y se trasplantaron al invernadero en febrero de 2018.
Las plantas se distribuyeron siguiendo un disefio factorial completamente al azar. La
temperatura vari6 de 20 °C (noche) a 28 °C (mafiana), bajo condiciones de luz natural.
Las plantas se regaron y fertilizaron dos veces al dia durante 5 minutos usando un
fertilizante comercial soluble en agua 15N-2.2P-24.9K (15N-5P205-30K20 mas
micronutrientes, BASF, Barcelona, Espafia) a una concentracion de 1 g L', Las plantas

se cultivaron de acuerdo con las practicas comunes de los productores de pimiento de la
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costa mediterranea de Espafia (Nuez ef al., 2003). Los tratamientos fitosanitarios solo se
aplicaron cuando se detectaron niveles poblacionales a los que se aconseja tratar de

plagas comunes como 4caros, utilizando Acramite® y Oberon® para la mosca blanca.

Tabla 3. Nombre, tipo varietal, origen y rasgos frutales de las accesiones parentales de Capsicum

evaluadas y lista de hibridos evaluados.

e Calidad de
Accesion . . . Largo/ancho
(abreviatura) Tipo varietal Origen Peso (g) (mm) _ aroma )

(intensidad)
C. annuum
Blocky Redl California, grande Linea de mejora 200-300  121/105 Pimiento
(BlockyR1) (baja)
Blocky Red2 California, medio  Linea de mejora 150-200 106/93 Pimiento
(BlockyR2) (baja)
Piquillo (Piquillo) Piquillo/Ancho PGI Piquillo Lodosa 25-50 90/50 Pimiento
(Espaiia) verde
(intermedia)
Chile de Arbol (Arbol)  Guindilla/Cayena, México/sur EEUU 5-10 71/11 Pimiento
pequeia verde, notas
afrutadas
(alta)
Guindilla Guindilla/Cayena, Valencia (Espafia) 5-10 108/12 Afrutado,
(Guindilla/Cayenne) media notas
pimiento
verde (alta)
Pasilla Bajio (Pasilla) Guindilla/Cayena, México/sur EEUU 10-25 204/29 Verde, notas
larga afrutadas
(intermedia)
Chile Serrano (Serrano) Serrano, pequeiio  México/sur EEUU 5-10 35/16 Pimiento
verde, notas
afrutadas
citricas (alta)
Serrano Criollo Serrano-Cayena,  México <5 39/12 Pimiento
(SerrCrio) pequeiio verde
(interm.-alta)
C. chinense
Afrutado,
PI-152225 (152225) Chile farolillo USDA <5 41/12  dulce, exotico
(alta)
Afrutado,
Aji Dulce (Aji D) Scotch Bonnet Cuba 5-10 20/31 dulce
(dulce) (interm.-alta)
C. annuum % C. annuum (abbreviation) C. annuum % C. chinense (abbreviation)
Blocky Red1xSerrano Criollo Blocky Red1xPI-152225
(BlockyR1xSerrCrio) (BlockyR1x152225)
Blocky Red2xSerrano Criollo Blocky Red1xAji Dulce (BlockyR1xAjiD)
(BlockyR2xSerrCrio)
PiquilloxPasilla Bajio (PiquilloxPasilla) Blocky Red2xAji Dulce (BlockyR2xAjiD)

PiquilloxChile Serrano (PiquilloxSerrano)
Chile de ArbolxChile Serrano
(ArbolxSerrano)

GuindillaxChile Serrano (GuindillaxSerrano)

!'Adaptado de Rodriguez-Burruezo et al., 2010b.
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3.1.1.2.- Preparacion de muestras y extraccion de volatiles

Debido a la diversidad genética incluida en el experimento, las accesiones
estudiadas diferian considerablemente en el desarrollo y maduracion del fruto y, en
consecuencia, la cosecha de frutos se extendid a cinco semanas. Por lo tanto, los frutos
completamente maduros de ambas lineas parentales e hibridos se cosecharon durante
julio y parte de agosto y se mantuvieron a 10 °C hasta que se realizaban los analisis en
menos de 3 dias desde la cosecha.

Se prepararon un total de cinco muestras compuestas por accesion (n=5)
mezclando frutos de 2 plantas cada una (i.e. cada bloque se utilizé para preparar una
muestra), y asi se muestrearon las 10 plantas por accesion cultivadas en el experimento.
Los frutos de cada muestra se lavaron cuidadosamente. Primero con agua del grifo y
luego con agua destilada. Luego las muestras se mantuvieron a 10 °C hasta los analisis.
Justo antes de los analisis, cada muestra de fruto se dividié en dos submuestras, es decir,
pericarpio y tejidos placentarios. Las submuestras de pericarpio se prepararon pesando
2 g de peso fresco de carne (libre de tejidos placentarios y semillas) cortada finamente
en trozos de 3x3 mm se transfirieron inmediatamente a un vial sellado de 20 mL. El
tiempo transcurrido entre la preparacion de las submuestras y la extraccion de volatiles
fue inferior a 5 minutos. Las submuestras de tejidos placentarios se prepararon también
con 2 g de placenta y semillas de diferentes frutos de la muestra correspondiente y
siguieron el mismo protocolo de preparacion descrito para el pericarpio. Solo en el caso
de BlockyRIxAjiD, BlockyR2xSerrano y BlockyR2xAjiD no fue posible separar
adecuadamente la placenta/semillas del pericarpio para obtener muestras tutiles (debido
al tamafo reducido de la placenta en los frutos, el contacto cercano con el pericarpio y
la distribucion compleja de los tejidos placentarios) y, por lo tanto, la fraccion volatil

solo se estudid en el pericarpio en estos hibridos.

3.1.1.3.- Extraccion de la fraccion volatil

Se utilizd la técnica de microextraccion en fase sélida-espacio en cabeza
(HS-SPME, i.e. head space-solid phase microextraction) para aislar los compuestos
voléatiles, siguiendo un protocolo adaptado de Rodriguez-Burruezo et al. (2010b) y
Kollmannsberger et al. (2011). La preincubacion de viales de espacio en cabeza se

realiz6 a 40 °C durante 30 minutos. Este método de extraccion, realizada a temperaturas
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mas bajas que otros métodos, combinado con la SPME sin solvente, previene los
artefactos térmicos y proporciona una composicion volatil mas realista. Se uso una fibra
SPME de 50/30 ym DVB/CAR/PDMS (divinilbenzeno/carboxen/polidimetilsiloxano,
Supelco, Bellefonte, PA, EE.UU.) para realizar la extraccion en el espacio en cabeza. La
fraccion liberada en el espacio en cabeza fue adsorbida con la fibra SPME durante 40
minutos, también a 40 °C. La fibra se desorbio térmicamente a 250 °C durante 30 s
(modo splitless) en el puerto del cromatdgrafo de gases (GC). Para asegurar que no
hubiera contaminacion cruzada de muestras anteriores, la fibra SPME siempre se

reacondicionaba durante 30 minutos a 250 °C en el puerto de inyeccion de otro GC.

3.1.1.4.- Analisis de volatiles

La fraccion volatil se analizd por cromatografia de gases-espectrometria de
masas, usando un equipo GC-MS Agilent Network 6890 con inyector automatico
acoplado a un detector selectivo de masa inerte Agilent 5973 (Agilent, Santa Clara, CA.
EE.UU.). La fraccion volatil se inyectd en una columna capilar de silice HP-5MS J&W
(30 m de longitud, 0.25 um de espesor y 0.25 mm de didmetro interno), utilizando 95%
de dimetilpolisiloxano y 5% de fenilo como fase estacionaria. La temperatura de la
columna varié de 100 °C a 250 °C a una velocidad de 5 °C min', manteniendo 250 °C
durante 10 minutos al final de cada ciclo segin lo descrito por Rodriguez-Burruezo et
al. (2010b) y Kollmannsberger et al. (2011). Se us6 un flujo constante (1 mL min') de
helio como gas portador y la linea de transferencia se mantuvo a 220 °C. El modo de
impacto de electrones (EI) a 70 eV de energia de ionizacion a 225 °C de temperatura de
fuente, se utilizo para la deteccion a través del espectrometro de masas. La adquisicion
se realizo en modo de exploraciéon (rango de masa m/z 35-350 amu). Los
cromatogramas y los espectros de masas se procesaron mediante MSD Chemstation
D.02.00.275 (Agilent Technologies).

Cada compuesto se identifico comparando sus tiempos de retencidn en
cromatograma y sus espectros de masas con los de la biblioteca NIST 2005 Mass
Spectral, y con los tiempos de retencion observados previamente (datos no mostrados)
y también con nuestra biblioteca personalizada de espectros de masas, basada en los
espectros de compuestos disponibles comercialmente. Los compuestos disponibles
comercialmente se adquirieron de Sigma-Aldrich Quimica (Madrid, Espafia). Cuando

los estdndares comerciales no estaban disponibles, la identificacién de los compuestos
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se realiz6 tentativamente en base a la comparacion entre sus espectros de masas con los
de la biblioteca NIST 2005 Mass Spectral.

La cuantificacion se baso en la integracion del area de pico de cada compuesto,
directamente integrada por TIC (cromatograma total de iones) como se ha descrito en
trabajos previos sobre frutos Capsicum (Kollmannsberger et al., 2011; Rodriguez-
Burruezo et al., 2010b). En los pocos casos en los que se encontraron picos demasiados
pequefios o parcialmente superpuestos, la integracion se obtuvo del cromatograma de

iones extraido en funcion de sus iones caracteristicos.

3.1.1.5.- Analisis de datos

Se realizé un Analisis de la Varianza de efectos fijos (ANOVA) para los datos
de areas de pico integrados de GC en todas las accesiones, es decir, cinco datos por
combinacion de accesion y tejido del fruto: pericarpio de fruto (n=5) y tejidos
placentarios (n=5), para un total de 175 anéalisis GC-MS. La prueba de Newman-Keuls
(trazas no consideradas) se utilizd para detectar diferencias significativas entre las
medias de las accesiones (nivel de significancia P<(.05) para volatiles totales y volatiles
individuales. Para estos andlisis estadisticos se utilizd6 el software Statgraphics
Centurion XVII (StatGraphics Technologies, The Plains, VA, EE.UU).

Finalmente, para obtener una comparacion ilustrativa de los perfiles de volatiles
tanto en accesiones parentales como hibridas en los diferentes tejidos frutales, se realizo
un Analisis de Componentes Principales (PCA) y un Analisis de Cluster Jerarquico. Se

3

aplico la “unit variance scaling” para datos normalizados y centrados para el PCA,
utilizando el software Statgraphics Centurion XVII. El analisis jerarquico de cluster se
realiz6 en base a medidas de distancia de las correlaciones de Pearson, utilizando la

herramienta ClustVis (Metsalu y Vilo, 2015 ).

3.1.2.- Resultados y discusion

Se detectaron 36 compuestos volatiles en las accesiones e hibridos evaluados
(Tabla 4), la mayoria de ellos correspondientes a terpenoides, ésteres y alcanos, asi
como una mezcla de diversos compuestos. Los terpenoides (principalmente
sesquiterpenos no oxigenados) fueron el grupo mas importante, de acuerdo con nuestros

trabajos anteriores (Rodriguez-Burruezo ef al., 2010b). También se encontraron varios
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alcanos y ésteres, en su mayoria relacionados con sabores afrutados (Kollmannsberger
et al., 2011; Rodriguez-Burruezo et al., 2010b) (Tabla 4). Finalmente, la mezcla de
otros compuestos incluia una gama de cualidades aromaticas, desde el fuerte aroma
sulfuroso de la pirazina del pimiento (3-isobutil-2-metoxipirazina), hasta las notas
dulces/afrutadas/ligeramente grasas de los alcoholes o las notas balsdmicas del salicilato

de metilo (Rodriguez-Burruezo et al., 2010b).

Tabla 4. Lista de volatiles identificados en el experimento con su correspondiente abreviatura, indice de

retencion (IR) y método de identificacion (1d).

Compuesto volatil Abreviatura IR Id!
Terpenoides
3-Careno T1 948 R
Ciclosativeno T2 1125 R
a-Copaeno T3 1221 R
B-Cubebeno T4 1339 MS
Allo-aromadendreno TS 1386 MS
B-Elemeno T6 1398 MS
a-Longipineno T7 1403 R
a-Muuroleno T8 1440 MS
B-Selineno T9 1469 MS
4-Cadineno T10 1469 MS
Valenceno T11 1474 R
a-Himachaleno T12 1494 MS
B-Chamigreno T13 1507 R
B-Himachaleno T14 1528 MS
Longipinocarvono T15 1569 MS
Esteres
2-Metilpropanoato de hexilo El 1118 R
4-Metilpentanoato de pentilo E2 1118 R
2,2-Dimetilpropanoato de hexilo E3 1197 R
2-Metilbutanoato de hexilo E4 1218 R
4-Hexen-1-il-pentanoato ES 1290 R
Alcanos
Tetradecano Al 1413 R
3-Metiltetradecano A2 1448 MS
4-Metiltetradecano A3 1448 MS
Decilciclopentano A4 1555 MS
Ciclotetradecano AS 1679 MS
Ciclopentadecano A6 1799 MS
Nonadecano A7 1910 R
10-Metilnonadecano A8 1945 MS
Eicosano A9 2009 R
8-Hexilpentadecano Al0 2045 MS
Otros/Miscelanea
Indol 0Ol 1174 R
3-Isobutil-2-metoxipirazina 02 1204 R
Salicilato de metilo 03 1281 R
a-lonona 04 1429 R
(E)-2-hexadecen-1-ol 05 1862 MS
(Z)-9-octadecen-1-ol 06 2061 R

IR = identificado mediante la comparacion de su espectro de masas e IR con compuestos de referencia auténticos,
MS = identificado tentativamente sobre la base de su espectro de masa e IR con los de la Biblioteca NIST MS y
literatura.
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3.1.2.1.- Fraccion volatil en el pericarpio

3.1.2.1.1.- Accesiones parentales

La composicion volatil del pericarpio del fruto fue muy diversa entre las
accesiones parentales que fueron bastante diferentes, tanto para los volatiles totales
como para el nimero de compuestos volatiles (Tabla 5). El contenido total mas alto en
volatiles se encontrd en Chile de Arbol, seguido de Guindilla (sin. Cayenne), Pasilla
Bajio, Serrano y PI-152225, y, aparte de Pasilla, estas accesiones también mostraron
los perfiles mas diversos de volatiles (Tabla 5). Por el contrario, el resto de las
accesiones mostraron muy bajos niveles de volatiles totales y diversidad de volatiles,
particularmente los pimientos gruesos de tipo California (i.e. blocky) y Piquillo (Tabla
5). Estos hallazgos sugieren que el contenido total de volatiles estd altamente
correlacionado con la intensidad total del aroma de estas accesiones (Tabla 3).

Ademas, en muchas accesiones el contenido total de wvolatiles se debid
principalmente a la acumulacion de uno o dos volatiles (particularmente terpenoides),
mientras que otras accesiones mostraron perfiles mas equilibrados. Por lo tanto, el
valenceno representaba aproximadamente el 85 % de los volatiles en Chile de Arbol,
mientras que el resto de los compuestos aparecian a < 4% del total de los volatiles. De
manera similar, el 3-careno representd aproximadamente el 95 % de los volatiles totales
en Pasilla y, en menor medida, el 3-careno y valenceno en Guindilla y el 3-careno en
PI-152225 alcanzaron casi el 60 % de los volatiles totales (Tabla 5). Por el contrario, la
abundancia relativa de los volatiles individuales se distribuyé de manera mas
equilibrada en accesiones como Guindilla, PI-152225 o Chile Serrano. Estos hallazgos
sugieren que los niveles altos de volatiles totales en los pimientos no estan
necesariamente correlacionados con una fraccion volatil cualitativamente compleja,
independientemente del tipo de compuesto volatil, como se observé por Rodriguez-
Burruezo et al. (2010b). Con respecto a los volatiles individuales, Chile de Arbol y
Guindilla mostraron patrones complejos y niveles notables de terpenoides, seguidos por
Chile Serrano, PI-152225 y Aji Dulce, que también tenian perfiles diversos de
terpenoides pero con contenidos mas bajos (Tabla 5). Finalmente, el resto de las
accesiones mostraron un nimero muy bajo de terpenoides (<5) (Tabla 5). En general, 3-
careno (descripcion aromatica tipica terpénica, i.e. penetrante dulce terroso/pino), a-

copaeno (madera penetrante), a-muuroleno (madera) y P-himachaleno fueron los
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terpenoides mas comunes y abundantes, aunque su importancia relativa dependia de la
accesion. 3-careno alcanzo valores relativamente altos en la mayoria de las accesiones,
particularmente en Pasilla Bajio y PI-152225, asi como en valenceno (aroma
citrico/afrutado), particularmente en Guindilla, Chile de Arbol o Chile Serrano (Tabla
5). El contenido de a-muuroleno fue mucho mayor en Serrano Criollo y en C. chinense
Aji Dulce en comparacion con otras accesiones, y o-copaeno fue solo relevante en Chile
de Arbol, Pasilla Bajio y Aji Dulce. Ademas, el valenceno sélo se encontrd en cuatro
accesiones, aunque a niveles muy altos en Chile de Arbol, Guindilla y Chile Serrano, lo
que sugiere que la relevancia de este compuesto en la fraccion volatil es compartida por
los tipos Cayenne, de tamafio pequefio/mediano y carne fina filogenéticamente cercanas
(Pereira-Dias et al., 2019). Por el contrario, a pesar de ser comun en la mayoria de las
accesiones, el a-longipineno se encontrd a niveles muy bajos (Tabla 5). Finalmente, la
contribucion del resto de terpenoides a la fraccion volatil fue mucho menor, tanto
cuantitativa como cualitativamente.

Los ésteres, que generalmente aparecen en niveles bajos en los pimientos y
proporcionan notas afrutadas de aroma dulce, solo se encontraron en dos de las
accesiones de C. annuum y en las dos accesiones de C. chinense. Su contribucion a la
fraccion volatil fue notable en los frutos de C. chinense (20-25% de volatiles totales),
aunque PI-152225 mostré el perfil de ésteres mas complejo, siendo el 4-
metilpentanoato de pentilo y el 2-metilbutanoato de hexilo los més relevantes (Tabla 5).
En comparacion, las accesiones de C. annuum, por ejemplo, Guindilla y Chile Serrano,
mostraron contenidos muy bajos (<1% de volatiles totales) y solo un éster cada una,
2,2-dimetilpropanoato de hexilo y 2-metilpropanoato de hexilo, respectivamente (Tabla
5). Estos resultados coinciden con otros estudios que incluso llaman pimientos
aromaticos (i.e. scented peppers) a los frutos de C. chinense, debido a su alto contenido
en ésteres frutales, asi como a algunos tipos de cayenas y guindillas, ricos en ésteres
dentro de C. annuum (Pino et al., 2007; Rodriguez-Burruezo et al., 2010b).

Chile Serrano y Guindilla mostraron los niveles mas altos de alcanos, aunque el
patron mas diverso se encontrdé en PI-152225. Los alcanos mas abundantes fueron
nonadecano y eicosano (presentes en todas las accesiones parentales), seguidos de
10-metilnonadecano y 8-hexilpentadecano (que se encuentra en la mayoria de los
padres) (Tabla 5). Se cree que estos hidrocarburos alifaticos estan relacionados con la
biosintesis de capsaicinoides, y de hecho fueron particularmente abundantes en los

genotipos mas picantes (mencionados anteriormente), aunque su contribucion al sabor y
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Tabla 5. Compuestos individuales y sus unidades promedio de area de pico de GC (x10°) identificadas en el pericarpio del fruto de las accesiones e hibridos de Capsicum estudiados

C. annuum C. chinense C. annuum x C.annuum C. annuum x C. chinense

L o . . .. BlockyR1 BlockyR2 Piquillo  Piquillo Arbol Guindilla BlockyR1 BlockyR1 BlockyR2
Compuesto BlockyR1BlockyR2 Piquillo Arbol Guindilla Pasilla Serrano SerrCrio 152225 AjiD «SerrCrio xSerrCrio xPasilla  xSerrano  xSerrano  xSerrano  x152225 *AjiD XAjiD
Terpvenoides
Tl - 2.75a - -- 36.50c 188.38¢ 2.29a 6.94a 99.45d 4.58a 14.44b -- - -- -- -- - 1.67a 20.98b
T2 - - - -- 4.04b 0.53a -- - -- - 1.08ab -- 1.37 - -- -- tr - -
T3 0.96a 0.44a 1.76a  6.53b -- 7.12b 1.88a -- -- 8.13b 4.33ab 0.57a 2.25a 3.75ab 4.30ab 6.18b 0.62a 9.96b 112.29¢
T5 - - - 2.41bc  0.98ab - 0.68ab - -- - -- -- - 0.40a 2.07b 3.34¢c 0.01a - -
T6 - - - -- 2.00b - -- - 0.42a - 0.30a 0.30a 0.04a 0.21a -- 5.40c - - -
T7 - tr? - 0.26ab  0.54b - 0.06a 0.04a tr 0.13a 3.05¢ 0.03a tr 0.04a 0.16a 0.20a - 0.67b tr
T8 - 0.25a - tr 2.43b 0.18a tr 9.74¢ -- 5.55bc 23.62d 8.49¢ - tr tr tr - 21.32d  164.00e
T9 0.17a - - -- 0.41a - -- -- -- - -- -- 0.02a -- -- -- - - -
T10 0.04a - 0.0la 0.12a -- - -- - 0.83a 5.19b -- -- - - 0.11a -- - 7.63b 18.42¢
T11 - 0.06a - 205.86e 82.62c - 68.65¢ -- -- - 1.66a tr 0.05a 33.19b 182.01d  285.88¢ - - 34.60b
T12 - - - 3.12¢ 1.39b - 0.82ab  0.02a 1.08b - -- -- - 0.56ab 2.70¢ 3.31c 0.01a - -
T13 - - - tr -- - -- - 3.60b 0.10a 8.32¢ -- - tr tr tr tr - 118.80d
T14 - - - 7.08c  5.01bc - 12.21d - 0.55a 5.28bc 3.53b 0.24a - 1.43ab 6.73¢ 8.13¢ - 8.78¢ 53.32¢
T15 - - - -- -- 0.09a -- 0.03a 0.86ab - 0.19a -- 0.05a - -- 0.81ab - 1.61b 8.49¢
Terp. totales 1.17a 3.50a 1.77a  225.38h 135.92g 196.3h 86.59f 16.77¢c 106.79fg 28.96cd  60.50e 9.63b 3.78a 39.58d 198.1h 313.25i 0.64a 51.64¢ 530.9i
Esteres
El - - - -- -- - 0.41a - -- - -- -- - - -- -- - - -
E2 - - - -- -- - -- -- 16.57b 14.06b 0.37a -- - -- -- -- - 1.07a 57.68¢c
E3 - - - -- 1.90a - -- - 5.84b - 0.60a -- - 0.62a -- 28.03¢ - - 39.23d
E4 - - - -- -- - -- -- 10.15b - -- -- - -- -- 1.48a - 1.25a 29.00c
E5 - - - -- -- - -- - 5.49a -- -- -- - - -- -- - - -
Esteres totales - - - -- 1.90a - 0.41a -- 38.05¢ 14.06b 0.97a -- - 0.62a -- 29.51c¢ - 2.32a 125.91d
Alcanos
Al - - - -- 8.32¢ 1.09a 2.22b - 8.79¢ 6.99¢ 1.04a 0.36a 0.40a 1.14a -- 6.42¢ - 9.24cd 11.72d
A2 - - 0.07a 1.51ab  2.53b 0.07a -- -- 1.66ab 0.20a 1.08ab 1.23ab 0.05a 1.00ab 5.21c -- - - 19.34d
A3 - - - -- -- - -- - 7.05a - -- -- - 4.89a -- -- - - tr
A4 - - - 0.08a -- - 0.20a -- -- - -- 0.07a - -- 0.60b -- - 0.33ab -
AS - - - 0.13a -- - -- - -- - 0.22a 0.27a - - -- -- - 2.35b 15.88¢
A6 - - - -- 14.78¢ 0.50a -- - 7.58b 3.06ab 1.18a -- 0.31a 3.14ab -- 20.35d - 40.50e 70.90f
A7 0.08a 0.03a 0.09a  0.28a 2.10b tr 53.81e  0.26a 0.36a 0.29a 0.47a 0.45a 0.04a 0.48a 1.92b 7.09¢ 0.01a 8.20cd 10.68d
A8 0.16a - 0.08a 8.63c  42.68¢ 1.19a 12.36d  3.44b 14.02d - 5.37bc 7.05¢ 0.76a 6.46¢ 11.42d 41.92¢ 0.09a 63.96f 158.82¢
A9 0.03a 0.0la 0.05a  0.31a 0.55a 0.03a 10.06d 0.19a 0.08a 0.53a 0.61a 0.63a 0.03a 0.28a 2.18b 3.19b 0.01a 5.70c 15.39¢
Al0 - - 0.02a 0.44a  1.05ab 0.03a 4.79¢ 0.16a 0.49a 0.23a 0.69a 0.39a 0.05a 0.35a 1.90b 3.74bc tr 4.47c 14.75d
Alcan. totales 0.27a 0.04a 0.3la 11.38¢c 72.01f 29lab 83.44f 4.05b 40.03e 11.30c 10.66¢ 10.45¢  1.64ab 17.74d 23.23d 82.71f 0.11a 134.75g  317.48h
Otros
()1 - 0.23a - -- 0.31a 1.75b -- - -- - -- 0.12a - - -- -- - - -
02 - - - 0.04a - - - 0.12a - - 1.59b tr - 0.51ab 0.12a tr 0.12a - 1.14b
03 0.02a 0.02a - -- -- - 0.59a 6.28¢ -- 1.60ab -- 3.11b - - 5.43c¢ tr 0.31a 2.94b 10.63d
04 - - - -- tr - -- tr -- - -- -- - -- -- -- - - -
05 - - - 3.18a -- - -- - -- - -- 1.89a - - 9.53b -- - - -
06 - - - 0.28a 0.23a - 1.07b 0.06a 1.15b - 0.41a 0.55ab 0.02a 0.11a 1.73b 1.78b 0.01a 1.40b 6.23¢c

Volatiles totales 1.46a 3.79a 2.08a  242.34e 210.37e 200.96de 172.1d 27.28b  186.02d  55.92bc  74.13c  25.75b  5.44a  58.56bc  237.9le  427.25f 1.19a 193.05d  992.29¢
! Valores medias con letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas entre genotipos para el volatil correspondiente para una probabilidad P<0.05 segin la prueba de Newman-Keuls. ? tr indica trazas
(<0.01x10° unidades de é4rea de pico de GC)
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aroma es muy baja o nula (Rodriguez-Burruezo et al., 2010b). El salicilato de metilo, un
volatil activo con un aroma muy peculiar distintivo, con notas tanto verdes como dulces,
generalmente presentes en muchos frutos con morfologia de Guindilla o Cayena de C.
annuum y particularmente C. frutescens (Morales-Soriano et al., 2018; Rodriguez-
Burruezo et al., 2010b), y (Z)-9-octadecen-1-ol se encontraron en cuatro accesiones de
C. annuum y en las accesiones de C. chinense. Este hecho sugiere que ambos
compuestos podrian ser intrinsecos a los linajes filogenéticamente cercanos de la cayena
Guindilla y de los pimientos de fruto pequefio (Pereira-Dias et al., 2019; Rodriguez-
Burruezo et al., 2010b). Ademas, los niveles bajos de otros compuestos menores como
indol (aroma floral cuando estd presente a niveles bajos), 3-isobutil-2-metoxypirazina
(aroma penetrante azufrado de pimiento verde), a-ionona (aroma floral) y (E)-2-
hexadecen-1-ol, se encontraron en algunas lineas parentales de C. annuum, pero
ninguna de ellos en C. chinense. Este hecho es bastante habitual cuando se compara C.
chinense y C. annuum, y especialmente la pirazina del pimiento, cuyo aroma sulfuroso
es muy comun en la mayoria de las especies de Capsicum tanto en fruto inmaduro como
maduro, pero generalmente estd ausente en frutos maduros de C. chinense (Cuevas-
Glory et al., 2015; Morales-Soriano et al., 2018; Pino et al., 2007; Rodriguez-Burruezo
et al.,2010Db).

En general, de acuerdo con sus perfiles volatiles, las cualidades aromaticas
afrutadas, dulces y exoticas de las accesiones de C. chinense se deben a su relativa
abundancia en ésteres, responsables de estas notas de aroma en los frutos, y al bajo o
nulo contenido de volatiles relacionados con aromas verdes, herbaceos y/o azufrados
como la 3-isobutil-2-metoxipirazina y el salicilato de metilo en el caso de PI-152225,
como se describio en otros trabajos, incluida esta especie (Pino et al., 2007; Rodriguez-
Burruezo et al., 2010b). Ademas, el nivel mas alto en volatiles y ésteres totales de PI-
152225 en comparacion con Aji Dulce podria estar relacionado con su mayor intensidad
aromatica.

En comparacion, los pimientos C. annuum mostraron diferentes perfiles de
composicion volatil, lo que esta relacionado con su diversidad aromadtica (Tabla 3). Por
lo tanto, el aroma predominante de pimento (a baja intensidad) de pimientos gruesos
tipo California se debe a sus fracciones volatiles cuantitativa y cualitativamente menos
abundantes, donde el salicilato de metilo y el indol (solo en BlockyR2), con notas de
aroma verde y/o fenolico, y unos pocos terpenoides son predominantes. Por el contrario,

las mezclas de intenso aroma a pimiento verde de Chile de Arbol y Pasilla (Tabla 3), se
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deberian a la combinacion de altos niveles en terpenoides (principalmente valenceno en
Chile de Arbol y 3-careno en Pasilla), algunos de ellos con notas afrutadas y falta de
ésteres en ambas accesiones, asi como la presencia de 3-isobutil-2-metoxipirazina
(sulfuroso picante) y varios alcoholes en Chile de Arbol. Por el contrario, el intenso
aroma verde afrutado con notas de pimiento de la Guindilla podria deberse a niveles
comparativamente mas altos de valenceno que el 3-carene, asi como a la presencia del
¢éster 2,2-dimetilpropanoato de hexilo. Finalmente, el intenso aroma herbaceo y a
pimiento verde en ambos chiles serranos se deberia a sus niveles de salicilato de metilo
y a niveles relativamente moderados en terpenoides, mientras que el 2-metilpropanoato
de hexilo y los altos niveles de valenceno contribuirian a las notas citricas frutales del
Chile Serrano y la presencia de 3-isobutil-2-metoxipirazina contribuiria a las notas
terrosas azufradas de Serrano Criollo. Las diferencias en la intensidad del aroma de los

chiles serranos podrian deberse a sus diferencias en volatiles totales (Tabla 5).

3.1.2.1.2.- Accesiones hibridas

Los hibridos mostraron perfiles de volatiles mas complejos que sus accesiones
parentales correspondientes (Tabla 5). Por ejemplo, el hibrido interespecifico
BlockyR2 xAjiD mostrd 24 compuestos, mientras que sus padres correspondientes solo
mostraron 9 y 15 volatiles, respectivamente. De hecho, solo los hibridos
Arbol xSerrano, CayennexSerrano y BlockyR1x%152225 mostraron una cantidad de
volatiles similares o inferiores a los del mejor progenitor correspondiente (Tabla 5). En
vista de estos resultados, las hibridaciones intra e interespecificas aparecen como una
estrategia de mejora util para mejorar cualitativamente la fraccion volatil de los
pimientos Capsicum.

Cuantitativamente, el contenido en volatiles totales de BlockyR2xSerrCrio,
Piquillo % Pasilla, Piquillo*Serrano, ArbolxSerrano y BlockyRIx152225 estaba
comprendido entre los niveles de los padres correspondientes, lo que sugiere una
herencia intermedia para este rasgo, mientras que otros hibridos excedieron el rango
observado en los padres, lo que sugiere una herencia transgresiva: BlockyR 1 xSerrCrio
(3 veces superior al mejor parental), Guindilla xSerrano (2 veces), BlockyR1 xAjiD (3-4
veces) y BlockyR2 xAjiD (>17 veces) (Tabla 5).

Considerando los compuestos individuales, la mayoria de los volatiles

encontrados en los hibridos también estuvieron presentes en al menos uno de los
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correspondientes parentales (Tabla 5), confirmando el efecto primario observado en
otras horticolas como el pepino dulce o el pimiento verde (Bosland y Votava, 2000). La
aparicion de herencia intermedia y transgresiva fue variable, principalmente
dependiendo de la combinacion hibrida, en lugar de la volatilidad especifica. Por lo
tanto, la herencia transgresiva era predominante en los volatiles de hibridos como
BlockyR2 xAjiD (niveles transgresivos notables de a-muuroleno, B-chamigreno, o-
copaeno, ciclopentadecano o salicilato de metilo), BlockyRIxAjiD 'y
BlockyR1*SerrCrio  mientras que otros hibridos como  PiquiloxPasilla,
Piquillo xSerrano y ArbolxSerrano mostraron una herencia intermedia en la mayoria de
los compuestos (Tabla 5). Finalmente, algunos hibridos como BlockyR2 xSerCrio o
GuindillaxSerrano mostraron un numero similar de casos de herencia intermedia y
transgresiva. En comparacion, la herencia intermedia era predominante en otros trabajos
realizados en hojas de citricos, Prunus o pepino dulce (Gancel et al., 2003; Gancel et
al., 2005; Goémez et al., 1993; Rodriguez-Burruezo et al., 2004). Probablemente, la
naturaleza genética de esos materiales, es decir, el uso de clones hibridos, seleccionados
en la segregacion de descendientes de cruces entre padres clonales (altamente
heterocigotos), limita el conjunto de genes subyacentes evaluados y puede explicar tales
diferencias con nuestros hibridos Capsicum, obtenidos de cruces entre lineas parentales
genéticamente diversas.

Ademas, se encontr6 un alto nimero de compuestos de novo (i.e. presentes en el
hibrido pero ausentes en ambos padres) en algunos hibridos, particularmente
BlockyR1 *xSerrCrio (la mitad de los volatiles) y en menor medida BlockyRI xAjiD y
BlockyR2 xAjiD (Tabla 5), lo que sugiere la presencia de fendmenos de aparicion de
complementacion genética en este atributo (Orzédez y Granell, 2009; Pinheiro et al.,
2019; Rothan et al., 2019). En este sentido, aunque la herencia transgresiva o la
complementacion genética es mas habitual en caracteres relacionados con el vigor (por
ejemplo, rendimiento, desarrollo de la planta, vigor y altura, tamafio de fruto,
precocidad) (Goulet et al., 2017), la fraccion volatil implica un metabolismo muy
complejo que depende de muchas rutas diferentes, controladas y reguladas por una gran
nimero de genes y sus interacciones (Orzaez y Granell, 2009; Rambla et al., 2014;
Rothan et al., 2019). Por lo tanto, en general, las combinaciones genotipicas obtenidas
en hibridos de padres complementarios podrian dar lugar a una confluencia mas
favorable de factores genéticos, ofreciendo perfiles volatiles mas complejos y

abundantes, como se observa en este trabajo.
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En general, nuestros resultados en el pericarpio sugieren que la hibridacion es
util para combinar perfiles volatiles complementarios, ya que este procedimiento
aumenta en la mayoria de los casos el contenido total en volatiles, asi como el nimero
de volatiles en comparacion con las accesiones parentales, debido a la confluencia de
volatiles de ambos padres, asi como la presencia de algunos compuestos de novo.
Ademas, la mayoria de los volatiles aparecen en niveles similares a los parentales o
transgresivos. Por lo tanto, los mejoradores tienen la oportunidad de mejorar este
atributo de calidad organoléptica, planificando combinaciones de padres
complementarios para volatiles deseables y, mas tarde, realizar una seleccion final de
aquellos hibridos con el mejor aroma y flavor, basada en pruebas de panel
organoléptico.

Por ejemplo, se pueden planificar cruces como GuindillaxSerrano en la
busqueda de nuevos tipos de Guindillas o Cayenas con combinaciones mas intensas de
aromas verdes y afrutados, ya que este hibrido combina: i) mayor numero de
terpenoides que los padres y generalmente a mayores niveles, es decir, aumento
esperado de aromas a madera y particularmente el aroma citrico de valenceno (4-5
veces el nivel de los padres), ii) aumento notable de ésteres frutales, particularmente
2,2-dimetilpropanoato de hexilo (14 veces los valores del parental Guindilla) y iii) la
combinacion de trazas de 3-isobutil-2-metoxipirazina (aroma a pimiento verde
sulfuroso) y salicilato de metilo (aroma verde afrutado), no presente en los padres
(Tabla 5). Los mejoradores también pueden explorar la oportunidad de mejorar el aroma
y el flavor de las variedades modernas Numex o Jalapefio, cruzando lineas de mejora
modernas con variedades locales antiguas de estos tipos varietales, que de acuerdo a
diversos autores conservan aromas azufrados de pimiento verde mds intensos y
atractivos para este nicho de mercado (DeWitt y Bosland, 2009). Incluso los cruces
entre pimientos tipo California y pimientos de C. chinense se podrian usar para lograr
materiales de premejora dirigidos a introgresar el aroma exotico mas afrutado (i.e.
predominancia aromatica de ésteres) de C. chinense en los primeros. Sin embargo, este
tipo de hibridos interespecificos deben abordarse con cierta cautela, debido a la
apariencia de esterilidad y translocaciones cromosomicas, y se deberia planificar y

trabajar con varias combinaciones para seleccionar los materiales mas factibles.
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3.1.2.2.- Fraccion volatil en los tejidos placentarios

3.1.2.2.1.- Accesiones parentales

Los resultados en tejidos placentarios son bastante similares a los encontrados en
el pericarpio. Por lo tanto, valores altos totales de la fraccion volatil no siempre
estuvieron relacionados con perfiles diversos. Comparativamente, PI-152225 vy
Guindilla, y en menor medida, los dos Serranos, mostraron nuevamente los valores mas
altos para volatiles totales y los perfiles mas complejos, y Chile de Arbol y Pasilla
Bajio, dos accesiones con volatiles totales considerablemente mas bajos, también
mostraron perfiles diversos (Tabla 6). Finalmente, 4ji Dulce mostrd volatiles totales
intermedios y baja diversidad, mientras que otros como los pimientos gruesos
California y el Piquillo mostraron los contenidos mas bajos y los perfiles volatiles
menos diversos (Tabla 6).

En general, los terpenoides mas comunes y abundantes en los tejidos
placentarios fueron 3-careno, a-copaeno, a-muuroleno, valenceno y B-himachaleno. a-
longipineno, a-himachalene y longipinocarvone aparecieron en muchas accesiones, pero
a niveles bajos. Finalmente, el 6-cadineno y el B-elemeno alcanzaron niveles notables
en Aji Dulce y Guindilla, respectivamente, mientras el resto de los terpenoides
mostraron menores contenidos o trazas (Tabla 6). Los niveles mas altos correspondieron
al valenceno en Chile Serrano, Guindilla, PI-152225 y Chile de Arbol, y el a-
muuroleno también alcanzd niveles altos en Serrano Criollo (Tabla 6). Como se
observo en el pericarpio del fruto, encontramos muchas accesiones donde el contenido
de terpenoides se debid principalmente a un compuesto. Por lo tanto, el valenceno
contribuy6é al 80-95% del total de terpenoides en Chile de Arbol, Guindilla, Chile
Serrano y PI-152225 y lo mismo para 3-careno en los pimientos California o o-
muuroleno en Serrano Criollo, mientras que Aji Dulce mostro una distribucion mas
equilibrada (Tabla 6).

La contribucion cualitativa y cuantitativa de los ésteres fue considerablemente
menor que los terpenoides. Sin embargo, su aparicion fue comparativamente mayor en
estos tejidos placentarios que en el pericarpio. Asi, nuevamente C. chinense PI-152225
mostré un perfil abundante y diverso, pero también otras accesiones de C. annuum
como Guindilla y Serrano Criollo incluyeron varios ésteres en su composicion en

niveles notables (Tabla 6). Finalmente, Pasilla Bajio, Chile Serrano y Aji Dulce
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también mostraron algunos ésteres, aunque solo estos ultimos alcanzaron niveles
considerables (Tabla 6). El 2,2-dimetilpropanoato de hexilo fue el éster mas comun y
abundante, seguido de altos niveles de 4-metilpentanoato de pentilo y 4-hexen-1-il-
pentanoato. Estos hallazgos sugieren que los tejidos placentarios de los pimientos
pueden tener notas frutales mas intensas que las percibidas en sus pericarpios, y pueden
explicar por qué las salsas y pastas formuladas con semillas y placenta tienen sabores
mas picantes y atractivos (DeWitt y Bosland, 2009; Morales-Soriano et al., 2018;
Olguin-Rojas et al., 2019; Patel et al., 2016;).

El perfil en alcanos de la mayoria de los padres fue complejo y abundante en los
tejidos placentarios, particularmente en los pimientos picantes: Chile de Arbol,
Guindilla, Pasilla Bajio, Chile Serrano 'y PI-152225 (Tabla 6). Como se encontro6 en el
pericarpio, eicosano, nonadecano, tetradecano, 10-metilnonadecano y 8-
hexilpentadecano fueron nuevamente los alcanos mas comunes, y ciclopentadecano
también fue relevante en PI-152225 y Serrano. Finalmente, entre el resto de volatiles
(Z)-9-octadecen-1-ol estuvo presente en todas las accesiones, con la inica excepcion de
los pimientos California y Piquillo, mientras que el resto de los compuestos de este
grupo fueron relativamente raros, y solo (E)-2-hexadecen-1-ol estuvo presente a niveles
destacados en la Guindilla. Ademas, la pirazina del pimiento, uno de los volatiles mas
comunes en este cultivo, solo aparecio en la placenta de los chiles serranos y a niveles
muy bajos, e incluso el salicilato de metilo estuvo ausente en esta parte del fruto, en
contraste con los resultados observados en el pericarpio (Tabla 6), lo que sugiere que
esta parte del fruto puede tener notas sulfurosas de pimiento verde mas bajas o nulas en

la mayoria de los genotipos.

3.1.2.2.2.- Accesiones hibridas

La composicion volatil en los tejidos placentarios de los hibridos estudiados
mostrd similitudes, pero también diferencias con los resultados observados en el
pericarpio. A diferencia del pericarpio, el numero de volatiles detectados en los hibridos
oscilo entre 18 y 23, mientras que los padres mostraron un rango similar (10 a 24) y
muchos de ellos >18 wvolatiles (Tabla 6). Ademas, la mitad de los hibridos
(Piquillo xPasilla, Piquillo*Serrano y Guindilla*xSerrano) mostraron un nimero de
volatiles cercanos a su mejor parental, pero no superior, i.e. comprendidos entre los de

sus accesiones parentales correspondientes (Tabla 6). Por lo tanto, este aumento
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cualitativo debido a la hibridacion fue generalmente mas bajo en los tejidos placentarios
en comparacion al pericarpio. Por otro lado, considerando volétiles totales, nuevamente
se encontraron los dos modelos de herencia diferentes: i) hibridos con niveles
intermedios en comparacion con sus lineas parentales, es decir, Piguillo*xPasilla,
PiquilloxSerrano 'y BlockyRIx152225 'y ii) hibridos transgresivos, como
Arbol xSerrano, y otros como BlockyR 1 xSerrCrio y Guindilla*Serrano que mostraron
2-3 veces el contenido observado en el mejor padre (Tabla 6). Por lo tanto, nuestros
resultados sugieren que la hibridacion proporciona en ambas partes del fruto una mejora
notable en volatiles totales y un incremento cualitativo en la complejidad de la fraccion
volatil, aunque este aumento en la diversidad de volatiles parece ser menor en los
tejidos placentarios.

Con respecto a la herencia de volatiles individuales, los perfiles de los hibridos
fueron bastante diferentes de los observados en los parentales correspondientes debido a
sus combinaciones genéticas. Como se encontrd6 en el pericarpio, se detectaron
diferentes casos de herencia intermedia o transgresiva y el modo de herencia diferia
mucho entre los hibridos. Ademas, también se encontraron muchos casos de volatiles
no esperados, atribuibles a fenémenos de complementacion genética (Tabla 6). Asi,
perfiles de volatiles con una ocurrencia similar de herencia transgresiva y herencia
intermedia fue caracteristica en hibridos como Piguillo*Pasilla, ArbolxSerrano y
GuindillaxSerrano, mientras que otros hibridos como PiguilloxSerrano 'y
BlockyR1%152225 mostraron herencia intermedia en la mayoria de los volatiles,
combinados con algunos casos volatiles de novo (Tabla 6). Finalmente, en
BlockyR1 xSerrCrio predominaban los casos de volatiles de novo o incluso la

desaparicion de otros compuestos menores (Tabla 6).
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Tabla 6. Compuestos individuales y sus areas de pico promedio de GC (x10°) identificadas en los tejidos placentarios de las accesiones e hibridos de Capsicum estudiados.

C. annuum % C.

C. annuum C. chinense C. annuum % C. annuum .
chinense
Compuesto BlockyR1 BlockyR2 Piquillo Arbol  Guindilla  Pasilla  Serrano SerrCrio 152225  Ajip  DlockyRI Piquillo Piquillo - Arbol — Guindillax g b 157905
xSerrCrio xPasilla  xSerrano xSerrano Serrano

Terpvenoides

5.56b! 4.05b 8.13¢ - 51.73g 37.50f 1.42a 15.84de 15.20de  11.98d 17.07¢ - 2.03a -- 2.94a --
T2 tr? - tr -- -- 0.29a -- -- -- - -- 0.17a - - - -
T3 1.35ab 0.28a 0.47a 2.67b -- 2.78b 7.89¢ 5.95¢ -- 68.88f 14.38d 3.18b 8.50c 12.55d 25.28e 0.44a
T4 - - - tr -- - -- -- -- - -- - - 0.68 - -
T5 - - - 1.29a 2.79ab - 3.94b -- -- - -- - 3.53b 8.63¢ 15.87d -
T6 - - - - 27.14e 0.87a -- -- 3.21b -- 8.82d 1.95b 4.26¢ 21.39% 0.38a
T7 0.01a - - 0.11a 2.94¢ 0.04a 0.22a 0.83b -- - 2.02¢ tr 0.25a 0.42ab 0.78b 0.05a
T8 - 0.73a - tr 35.23d tr tr 301.91e  24.86¢ 37.82d -- 4.93b - -- - 22.25¢
T9 0.01a - 0.05a 0.31b -- - -- -- -- - -- 0.05a - - - -
T10 - - - 0.04a 0.27ab - -- -- 4.24c¢ 39.26d -- - - 0.33ab 0.68b --
T11 0.17a 0.14a - 110.69b  253.97cd 0.55a  404.62e¢ -- 229.25¢ -- 1297.482  0.08a 297.91d 730.40f 1311.56g --
T12 - - - 1.93ab 3.69b - 3.43b 1.20ab 9.48de - -- - 4.49¢ 8.72d 11.42¢ 0.11a
T13 - - - tr -- - -- tr -- 0.89a 422.36b tr - tr - --
T14 -- -- -- 4.57ab 29.31e tr 8.27bc 11.20c 56.55f - 174.29¢ 1.65a 10.40c 22.26d 28.97¢ -
T15 0.06a 0.02a 0.07a - -- 0.46b -- -- 5.87d -- 2.59¢ 0.21ab - -- 3.92¢ 0.05a
Terpen. Totales 7.16a 5.22a 8.72ab 121.61f  407.07i 42.49¢  429.791 336.93h 348.66h 158.83g 1516.65k 12.22b 331.43h 783.99i 1422.81k 23.28¢
Esteres
El - - - - 7.74b - -- 37.03d 5.27b -- -- - - 1.22a 19.60c 3.83ab
E2 - - - - 43.09b - -- -- 149.47¢ - 5.75a - - 8.85a - -
E3 - - - - 117.49¢ - 2.46b 144.19h  38.17e 52.22f 8.14c - 0.98a 15.15d 142.80h 8.52¢
E4 -- -- -- -- -- 0.52a -- -- 99.01¢c - 091a - - - 10.66b 0.97a
E5 - - - - 2.54¢ 0.03a -- 2291d  49.46e -- -- - - -- - 0.55b
Esteres totales - - - - 170.86f 0.55a 2.46b 204.13f 341.38g 52.22¢ 14.8¢ - 0.98a 25.22d 173.06f 13.87¢
Alcanos
Al 0.76a 0.40a 0.45a 0.83a 42.74f 3.37b 16.91d 3.11b 31.44e -- 3.19b 0.97a 6.48¢ 5.67¢c 43.58f 0.38a
A2 - - 0.09a 4.55d 19.27f 0.86a -- -- 9.64¢ 2.33¢ 45.81¢g - - 24.75f - 1.25b
A3 - - - - -- - -- -- -- -- -- - - -- 248.29a --
A4 - - - 0.69b 1.31c - 2.01d 0.86b -- - -- 0.11a 1.13bc 3.19% 2.40d tr
AS - - - - 6.49d 0.13a 1.03b -- -- - 3.90c 0.11a 0.78ab 1.76b - -
A6 0.16a - - 4.30b -- 3.94b 64.53¢ -- 103.96f -- 33.51c 4.46b - 42.59d 96.35f 3.22b
A7 0.12a 0.04a 0.08a 0.94a 1591e 0.51a 75.66g 8.04c 3.34b 2.18b 7.44c 0.79a 7.56¢ 9.15d 30.92f 0.28a
A8 2.35b 0.09a 141a 8.25¢ 255.74¢ 13.98d 83.55f 85.63f  430.49i -- 321.72h 8.32¢ 57.01e 51.91e 272.00g 7.31c
A9 0.31a 0.03a 0.06a 1.85b 5.68¢ 0.27a 62.84g 6.05¢ 1.66b 4.30c 22.36f 0.80a 5.07¢c 8.64de 12.12¢ 0.39a
Al0 0.07a - 0.04a 1.13ab 8.10c 0.45a 36.74e 4.97b 2.84ab 2.26ab 14.58d 1.42ab 5.73b 8.70¢ 15.52d 041a
Alcanos totales 3.77b 0.56a 2.13b  22.54d 355.24h 23.51d  343.27h  108.66f 583.37{ 11.07¢ 45251  16.98c¢ 83.74¢ 156.36g 721.18k 13.24¢
Otros
Ol - - - - -- 1.29a -- -- -- -- -- - - -- - --
02 - - - - -- - tr 0.33b -- - 0.62¢ - 0.03a tr - 0.22ab
04 - - - - 0.83b - -- -- -- -- -- tr - -- 4.12¢ 0.07a
05 - 0.07a - - 80.61b - -- -- -- - -- - - - - -
06 - - - 1.54b 4.18d 0.43a 7.46¢ 2.51¢c 19.84g 1.10ab 14.51f 1.33b 5.32de 6.76¢ 6.44¢ 0.84a
Volatiles totales 10.93b 5.85a 10.85b  145.69¢  1018.79i 68.27d  782.98h  652.56h 1293.25] 223.22f 1999.09k 30.53¢ 421.5¢ 972.33i 2327.61j 51.52d

! Valores medias con letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas entre genotipos para el volatil correspondiente para una probabilidad P<0.05 segin la prueba de Newman-Keuls. ? tr
indica trazas (<0.01x10° unidades de 4rea de pico de GC)
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3.1.2.3.- Acumulaciéon comparativa de volatiles en tejidos de frutos

Salvo algunas excepciones, la comparacion de las fracciones volatiles de ambos
tejidos del fruto reveld dos aspectos fundamentales: i) dentro de cada accesion, la
fraccion volatil de la placenta mostraba generalmente niveles mas altos que el
pericarpio, tanto en volatiles totales como en la mayoria de los compuestos individuales,
y ii) la riqueza cualitativa y cuantitativa en volatiles en el pericarpio coincidia
habitualmente con la del tejido placentario, es decir, que los genotipos ricos en volatiles
lo eran tanto en el pericarpio también como en la placenta, y andlogamente en el caso de
genotipos pobres en volatiles.

Asi, las accesiones parentales con las fracciones volatiles mas abundantes en el
pericarpio, es decir, Guindilla, Chile Serrano o PI-152225, también mostraron un
contenido notable y diversidad de volatiles en los tejidos placentarios, mientras que lo
contrario se dio en los pimientos tipo California y Piquillo, que mostraron las
composiciones volatiles mas bajas y menos diversas en ambos tejidos (Tablas 5 y 6).
Ademas, se encontré una tendencia similar en los hibridos, donde los hibridos con la
composicion volatil mas diversa y abundante en los tejidos placentarios también se
clasificaron entre los mejores hibridos en la composicion del pericarpio, por ejemplo
GuindillaxSerrano 'y ArbolxSerrano (Tablas 5y 6).

Ademas, este efecto del tejido fue notable dentro de cada accesion parental e
hibrido. Por ejemplo, la mayoria de las accesiones mostraron relaciones
placenta/pericarpio >4 en volatiles totales, como el California BlockyRI y Aji Dulce (8
veces y 4 veces, respectivamente), Serrano Criollo (24 veces) o hibridos como
BlockyR1%SerrCrio (27 veces) y BlockyRI *x152225 (40 veces) (Tablas 5 y 6). Estos
resultados sugieren que la acumulacion volatil es mas pronunciada en las partes internas
de los frutos, cerca del area de las semillas. A este respecto, se ha descrito un gradiente
similar de composicion del fruto en muchos volatiles y otros metabolitos en
melocotones, melones, tomates 0 maracuya entre otras especies aprovechadas por sus
frutos (Adeyeye y Aremu, 2017; Aubert y Milhet, 2007; Moing et al., 2011; Wang et
al., 2018) y sugieren un metabolismo mas intenso de los volatiles en estos tejidos del
pimiento. En este sentido, la ruta fenilpropanoide esta involucrada en la produccion de
metabolitos secundarios que juegan un papel evolutivo importante en la proteccion de
las semillas, como la acumulacion de capsaicinoides en la placenta de los pimientos

contra los mamiferos herbivoros y, de forma andloga, seria esperable un metabolismo
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intenso y niveles altos de otros compuestos, como aquellos que contribuyen al sabor y
al aroma (Antonio et al., 2018; Bosland et al., 2015; Dardick y Callahan, 2014; Olguin-
Rojas et al., 2019). De hecho, en este trabajo hemos encontrado que los alcanos, que se
cree que estan relacionados con la biosintesis de capsaicinoides, se acumulan
fundamentalmente en los tejidos placentarios y a niveles mucho mas bajos o
inexistentes en el pericarpio (Tablas 5 y 6). Ademas, esa riqueza en los tejidos
placentarios debe ser considerada por aquellos procesadores alimentarios y mejoradores
de pimientos que trabajan en la formulacidon y mejora de pastas y salsas con pungencia y
sabor mas intensos (ya que los capsaicinoides también se acumulan principalmente en
estos tejidos).

El analisis de agrupamiento jerarquico ilustra estas diferencias y similitudes de
las fracciones volatiles. Asi, este andlisis agrup6 a las accesiones parentales en dos
clusters principales: 1) el grupo A, que incluye a Serrano Criollo (subgrupo Al) y Chile
de Arbol, Chile Serrano y la fraccion placentaria de la Guindilla (subgrupo A2), vy ii) el
grupo B, que incluye al resto de accesiones y tejidos evaluados en los parentales, con
PI1152225 apareciendo por separado en el subgrupo Bl (Figura 10). Es importante
sefialar que las muestras del pericarpio y de la placenta aparecieron emparejados en la
mayoria de las accesiones, lo que confirma el fuerte factor de genotipo mencionado
anteriormente para la similitud en el contenido de volatiles individuales y la
complejidad del perfil volatil dentro de cada accesion, independientemente del efecto
del tejido (Figura 10). Las tnicas excepciones donde los perfiles del pericarpio y de la
placenta aparecieron por separado correspondieron a BlockyRI, Piquillo y Guindilla.
Sin embargo, en el caso de BlockyR1 y Piquillo, sus perfiles se combinaron por tejidos,
lo que se debio principalmente a la baja cantidad y diversidad de volatiles de estas
accesiones (que aumentaba su similitud). Solo la Guindilla mostrd claramente sus
perfiles de pericarpio y placenta en grupos separados, sugiriendo que es posible
encontrar diferencias excepcionalmente grandes entre los tejidos del fruto en algunos
genotipos.

De manera similar a las accesiones parentales, los perfiles de pericarpio y
placenta en los hibridos se agruparon en dos grupos principales y también fue frecuente
el emparejamiento de las muestras de ambos tejidos de un mismo hibrido:
GuindillaxSerrano, BlockyRI1 xSerrCrio, BlockyR1x152225 y Piquillo*Pasilla, por
similitud en la composicion volatil de sus tejidos. Por el contrario, Piguillo xSerrano y

ArbolxSerrano mostraron perfiles de pericarpio y de placenta en diferentes grupos del
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heatmap (Figura 11). Ademas, debe tenerse en cuenta que BlockyRIXxAjiD y
BlockyR2 xxAjiD, en los cuales solo se pudo muestrear y analizar el pericarpio, también
se emparejaron. En este sentido, probablemente el hecho de tener en comin a A4ji Dulce
como parental sobre el fondo genético del pimiento California proporciona perfiles
similares en los hibridos, lo que sugiere cierto grado de aptitud combinatoria general
para este caracter (Goulet et al., 2017; Sun et al., 2018b), aunque deberian evaluarse

mas combinaciones para confirmarlo.
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Figura 10. Analisis de agrupamiento jerarquico de mapa de calor de los volatiles identificados en las
accesiones parentales estudiadas, correspondientes a los tejidos pericarpio (Pe) y placentario (P1). Las

abreviaturas de accesiones y volatiles corresponden a las indicadas en las tablas 1 y 2, respectivamente.

El analisis de componentes principales reforzd los resultados del analisis
jerarquico. Los dos primeros componentes explicaron el 43% de la variacion total y la
PC1 contribuy6 aproximadamente el 30% a la variacion, que se fundamentalmente se
correlacioné positivamente con varios terpenoides como 3-careno (T1), ciclosativeno

(T2) y B-selineno (T9), y el compuesto heterociclico indol (Ol); y negativamente
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correlacionado con muchos otros compuestos, incluidos varios alcanos, como
tetradecano (Al), ciclopentadecano (A6) y 10-metilnonadecno (AS), terpenoides como
B-elemeno (T6), valenceno (T11), a-himachaleno (T12), B-himachaleno (T14) y
longipinocarvono (T15), la mayoria de los ésteres y otros compuestos como a-ionona
(O4) o (Z)-9-octadecen-1-ol (O6) (Figura 12, superior). Por otro lado, los volatiles mas
discriminantes en la PC2 fueron los terpenoides allo-aromadendreno (T5), B-elemeno
(T6) y a-himachaleno (T12), los alcanos 4-metiltetradecano (A3) y decilciclopentano
(A4), y o-ionona (O4), en la escala positiva de esta coordenada, mientras que los
terpenoides a-copaeno (T3), longipinocarvono (T15) y los compuestos de la miscelanea
salicilato de metilo (O3) y 3-isobutil-2-metoxipirazina (O2) fueron encontrados en el

extremo negativo (Figura 12, superior).
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Figura 11. Analisis de agrupamiento jerarquico de mapa de calor de los volatiles identificados en las
accesiones hibridas estudiadas, correspondientes a los tejidos pericarpio (Pe) y placentario (Pl). Las

abreviaturas de accesiones y volatiles corresponden a las indicadas en las tablas 1 y 2, respectivamente.
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De acuerdo con la distribucién de componentes principales de volatiles, tanto los
perfiles de pericarpio como de placenta de todas las accesiones incluidas en el subgrupo
B2 (aparte de la fraccion de placenta de Aji Dulce) (Figura 11) y todos los hibridos del
grupo A en la Figura 11, excepcion del pericarpio de Arbol xSerrano, se concentraron
en un punto central, sefialado en rojo (Figura 12, inferior) en el lado positivo de PC1 y
nivel intermedio de PC2 (i.e. valor 0 en esta componente). Alrededor de este grupo
encontramos una nube de puntos que corresponden a las fracciones de pericarpio de
Chile de Arbol, Chile Serrano y PI-152225, y los hibridos ArbolxSerrano,
Guindilla xSerrano, BlockyR1xAjiD y BlockyRI %SerrCrio, asi como las muestras de
placenta de Chile de Arbol y Aji Dulce (Tabla 5). En general, la mayoria de estas
fracciones se caracterizaron por valores de volatiles totales entre bajos e intermedios y
una complejidad en su composicion volatil también baja o intermedia, donde
predominaban algunos terpenoides como 3-careno, mientras que los ésteres y otros
compuestos adicionales (grupo O) eran muy escasos o nulos. Por lo tanto, la mayoria de
las accesiones dotadas de aromas principalmente a pimiento verde, y muy pocas o nulas
notas frutales, se encuentran en esta region.

Por el contrario, las muestras de placenta del resto de accesiones se ubicaron
fuera de la nube mencionada. Asi, Serrano Criollo o Piquillo*Serrano, caracterizados
por su contenido intermedio en volatiles totales y la complejidad de los perfiles
volatiles, fueron los mas cercanos a la nube (Figura 12). Siguiendo gradualmente los
valores negativos de PC1, un segundo grupo que incluye las fracciones de placenta de
Serrano, Guindilla y el hibrido ArbolxSerrano, todos ellos caracterizados por un alto
contenido en volatiles totales y perfiles volatiles bastante complejos, que incluian
mezclas de terpenoides con algunos ésteres y compuestos del grupo misceldnea, y como
resultado un aroma a pimiento verde muy intenso con notas afrutadas, aparecid
claramente separado de la nube central.

Finalmente, el resto de muestras estudiadas se encontraron alejadas de esta
region, en el lado negativo de PCl1, a causa de su composicion diversa y abundante en
¢ésteres (relacionados con aromas frutales), alcanos (tentativamente relacionados con
capsaicinoides) y varios terpenoides como el valenceno. Ademas, estas fracciones se
distribuyeron a lo largo de la PC2, en funcion de sus diferencias entre si en terpenoides,
¢ésteres y algunos compuestos de la misceldnea (Figura 12). De hecho, la muestra de
placenta del hibrido GuindillaxSerrano apareci6 claramente separada del resto, en los

valores de PC1 mas negativos y PC2 mas positivos. De hecho, esta fraccion era la que
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tenia los volatiles totales mas altos del experimento y uno de los perfiles mas complejos

(Tablas 5y 6).
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Figura 12. Graficos de andlisis de componentes principales (PCA) de los volatiles identificados

(superior) y las accesiones parentales e hibridas evaluadas, correspondientes a los tejidos pericarpio (Pe)

y placentario (Pl) (parte inferior). Las abreviaturas de accesiones y volatiles corresponden a las indicadas

en las tablas 1 y 2, respectivamente.
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En vista de estos hallazgos, podemos deducir que la hibridaciéon permite
fracciones volatiles mas complejas y generalmente méas abundantes que las observadas
en los parentales originales, ampliando y mejorando la riqueza y complejidad de los
perfiles de volatiles y en consecuencia de su aroma. Como resultado, los perfiles de
muchos hibridos se extendieron ampliamente en la trama de PCA y muchos de ellos por
separado de sus padres. Aun mas, este hecho es particularmente obvio en el caso de los
tejidos placentarios que, debido a sus niveles generalmente mas altos en volatiles,

proporcionan una distribucién mas amplia en el PCA (Figura 12).
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3.2.- Linea experimental 2: Estudio de la diversidad intra-varietal de compuestos
aromaticos en pimientos y chiles: evolucion de las variedades tradicionales a las

modernas F1

3.2.1.- Metodologia

3.2.1.1.- Material vegetal

Se estudiaron ocho accesiones de Jalapeno, incluyendo cuatro cultivares
ancestrales (Espinaltecos), un cultivar tradicional de polinizacion abierta (Jalapefio M),
dos variedades modernas F1 de Jalapefio (Delicias y Jalapa) y un chile Serrano,
considerado el antecesor de los jalapefios (Bosland y Votava, 2000; Pereira-Dias ef al.,
2019) (Tabla 7). El perfil volatil se estudio en la etapa inmadura, la méas importante
econdmicamente en los jalapefios, los cuales son consumidos y apreciados por su flavor
y aroma intensos y predominantemente herbaceos, con notas frutales (DeWitt y

Bosland, 2009).

Tabla 7. Nombre, tipo varietal, origen y rasgos frutales de las accesiones de Capsicum evaluadas.

g Calidad de
Accesion . . . Largo/ancho
(abreviatura) Tipo varietal Origen Peso (g) (mm) _ aroma )

(intensidad)
Verde,
Serrano (Serrano) Antepasado Reimer seeds 3-5 35/15 pimiento,
jalapefios afrutado
(alta)
Espinalteco-10397 Cultivar ancestral
(Esp10397)
gissgrll%l:g%c;—lwoo Cultivar ancestral PW Bosland, The 20-30 60/30 -
Espinalteco-10402 Cultivar ancestral ig%ﬁfgf?&ﬁsﬁgz’) 20-30 55/35 -
(Esp10402) ’
Espinalteco-10415 Cultivar ancestral
(Esp10415)
Verde,
terroso,
Jalapefio M Variedad tradicional Roguelands Seed 15-25 65/25 pimiento
company (media)
Jalapefio Delicias Variedad moderna  Peto Seed
(F1) (Monsanto), PW — — —
Bosland
Jalapefio Jalapa Variedad moderna  Seminis Seed 20-30 70/25 -

(F1)

(Monsanto), PW
Bosland

'Adaptado de Rodriguez-Burruezo et al. (2010).
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Las plantas se cultivaron, también, en un invernadero con sistema de control
climatico ubicado en la Univeristat Politécnica de Valéncia (UPV), Campus de Vera,
Valencia (Espaia), con el fin de minimizar el efecto ambiental en la composicion del
fruto, durante el ciclo de cultivo de primavera-verano de 2018. Se cultivaron 15 plantas
por accesion, las cuales se dividieron en tres bloques (i.e. cinco plantas por bloque), y se
trasplantaron al invernadero en febrero de 2018, distribuyéndose los bloques segiin un
disefio factorial completamente al azar. El ensayo se desarrolld bajo condiciones de luz
natural y la temperatura vari6 de 20 °C (noche) a 28° C (mafiana). Se afiadi6 al agua de
riego un fertilizante comercial soluble en agua 15N-2.2P-24.9K (15N-5P20s5-30K20
més micronutrientes, BASF, Barcelona, Espafia) a una concentraciéon de 1 g L™, los
riegos se realizaron dos veces al dia durante 5 minutos. Se hicieron tratamientos
fitosanitarios solamente cuando fueron detectadas plagas comunes como mosca blanca

con Oberon® y dcaros con Acramite®.

3.2.1.2.- Preparacion de muestras y extraccion de volatiles

Se prepararon un total de tres muestras por accesion (n=3), mezclando frutos de
cinco plantas cada una (i.e. empleando los frutos de las cinco plantas de cada bloque
para preparar una muestra), muestreandose asi las 15 plantas por accesion del
experimento. Los frutos de cada muestra se lavaron cuidadosamente una vez
cosechados y se mantuvieron refrigerados a 10 °C hasta la preparacion de las muestras y
los andlisis, transcurriendo un tiempo no superior a tres dias. Para la preparacion de
muestras, a cada una se le retiraron las semillas y la estructura placentaria y se peso 1 g
de peso fresco de carne cortado finamente en trozos de 3x3 mm que se transfirieron a
un vial de espacio en cabeza (HS) sellado de 20 mL. El tiempo transcurrido entre la

preparacion de las muestras y la extraccion de volatiles fue inferior a 5 minutos.

3.2.1.3.- Extraccidén de la fraccion volatil

En la extraccion de los compuestos volatiles se utilizo la técnica de
microextraccion en fase solida del espacio en cabeza (HS-SPME, i.e. head space-solid
phase microextraction), siguiendo un protocolo adaptado de Rodriguez-Burruezo ef al.
(2010) y Kollmannsberger et al. (2011). Se llevo a cabo la preincubacion de viales a

40 °C durante 30 minutos. La extraccion se realizd a temperaturas mas bajas que otros
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métodos, en combinacion con la SPME que adsorbe los volatiles liberados en el espacio
en cabeza sin emplear disolventes. Esta modalidad de extraccion evita la ocurrencia de
los artefactos térmicos y permite el uso splitless en la inyeccion en el cromatdgrafo,
proporcionando unos resultados de la composicion volétil més fiable y precisa que otros
protocolos de extraccion.

La fibra utilizada para la extraccion en el espacio en cabeza fue una SPME de
50/30 um DVB/CAR/PDMS (divinilbenzeno/carboxen/polidimethilsiloxano, Supelco,
Bellefonte, PA, EE.UU). La fraccion liberada en el espacio en cabeza fue adsorbida
durante 40 minutos, también a 40 °C. La fibra se desorbié térmicamente a 250 °C
durante 30 segundos (modo splitless) en el puerto del cromatdgrafo de gases. Para evitar
que hubiera contaminacion cruzada de muestras anteriores, la fibra SPME se
reacondicionaba para la siguiente extraccion durante 30 minutos a 250 °C en el puerto

de inyeccion de otro cromatografo de gases.

3.2.1.4.- Analisis de volatiles

Se us6 un equipo de cromatografria de gases (GC) de la compafiia Agilent,
modelo Network 6890 GC-MS Agilent Network 6890 con inyector automatico/brazo
robdtico programable autosampler (GERSTEL MPS2 Multi Purpose Autosampler),
acoplado a un detector selectivo de masa inerte (MS), también de Agilent, modelo
Agilent 5973 (Agilent, Santa Clara, CA, EE.UU.). La fraccion volatil extraida con el
procedimiento HS-SPME se inyect6 a través de una columna capilar de silice HP-5MS
J&W (30 m de longitud, 0.25 pm de espesor y 0.25 mm de didmetro interno), utilizando
95% de dimetilpolisiloxano y 5% de fenilo como fase estacionaria. La temperatura de la
columna varié de 100 °C a 250 °C a una velocidad de 5 °C min™!, manteniendo 250 °C
durante 10 minutos al final de cada ciclo segin lo descrito por Rodriguez-Burruezo et
al. (2010) y Kollmannsberger ef al. (2011). Se utiliz6 helio como gas portador a un flujo
constante (1 mL min™') manteniéndose la linea de transferencia a 220 °C. En la
deteccion a través del espectrometro de masas se utilizd6 el modo de impacto de
electrones (EI) a 70 eV de energia de ionizacion, 225 °C de temperatura de fuente. La
adquisicion se realizd6 en modo de exploracion (rango de masa m/z 35-350 amu). Los
cromatogramas y los espectros de masas se procesaron mediante MSD Chemstation

D.02.00.275 de Agilent (Agilent Technologies).
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Para la identificacion de compuestos se compararon los tiempos de retencion en
cromatograma y espectros de masas de cada compuesto con i) los de compuestos de
referencia comerciales, ii) o tentativamente comparando con los de la biblioteca NIST
2005 Mass Spectral, y con los tiempos de retencion observados previamente (datos no
demostrados) y también haciendo coincidir con nuestra biblioteca personalizada de
espectros de masas (basada en espectros de compuestos disponibles comercialmente y
desarrollada en experimentos anteriores). Los compuestos disponibles comercialmente
se adquirieron de Sigma-Aldrich Quimica (Madrid, Espafia). La identificacion de los
compuestos se realizo tentativamente en base a la comparacion entre sus espectros de
masas con los de la biblioteca NIST 2005 Mass Spectral, cuando no estaban disponibles
los estdndares comerciales.

Se cuantifico el contenido en cada volatil identificado a partir de la integracion
del area de pico de cada compuesto (peak area units, p.a.u.), directamente integrada por
TIC (cromatograma total de iones), como se ha descrito sobre frutos de Capsicum
(Kollmannsberger et al., 2011; Rodriguez-Burruezo et al., 2010). La integracién se
obtuvo del cromatograma de iones extraido en funcion de sus iones caracteristicos, en
los pocos casos en los que encontramos picos demasiados pequefios o parcialmente

superpuestos,

3.2.1.5.- Analisis de datos

Se realiz6 un analisis de varianza del modelo de efectos fijos (ANOVA) para los
datos de areas de pico integrados de GC en todas las accesiones, es decir, tres datos por
accesion (n=3) que abarca un total de 24 analisis GC-MS. La prueba de Newman-Keuls
(trazas no consideradas) se utilizd para detectar diferencias significativas entre las
medias de las accesiones (nivel de significancia p<0.05) para volatiles totales y volatiles
individuales. Para estos andlisis estadisticos se utilizd6 el software Statgraphics

Centurion XVII (StatGraphics Technologies, The Plains, VA, EE.UU.).

3.2.2.- Resultados y discusion

Se identificaron preliminarmente un total de 40 compuestos voldatiles entre las

accesiones estudiadas, incluyendo 20 terpenoides (seis monoterpenos), 10 ésteres, dos

alcanos y una miscelanea de ocho compuestos (i.e. aldehidos, la pirazina del pimiento,
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salicilato de metilo, etc.) (Tabla 8). Todos estos compuestos han sido identificados
anteriormente en pimiento y chiles (Moreno-Peris ef al., 2012; Rodriguez-Burruezo et
al., 2010b). Se encontraron considerables diferencias tanto cualitativas como

cuantitativas entre los materiales estudiados.

Tabla 8. Volatiles identificados en el experimento con su correspondien grupo, indice de retencion (IR) y

método de identificacion (Id).

Compuesto volatil IR 1d! Compuesto volatil IR 1d!
TERPENOIDES ESTERES

Monoterpenos 3-Metilbutanoato de metilo 771 MS
Tricicleno 729 MS 3-Metilbutil butanoato 1019 R
a-Pineno 902 R 3-Metilbutanoato de pentilo 1118 R
Canfeno 943 R 2-Metilpropanoato de hexilo 1118 R
B-Pineno 943 R 4-Metilpentil-3-metilbutanoato 1201 R
(Z)-p-Ocimeno 976 R 2-Metilbutanoato de hexilo 1218 R
Limoneno 1018 R 3-Metilbutanoato de hexilo 1218 R
Otros terpenoides 4-Metilfenil pentanoato 1218 MS
a-Cedreno 744 R 3-Metilbutanoato de heptilo 1340 R
3-Careno 948 R Decanoato de hexilo 1779 MS
(+)-Ciclosativeno 1125 MS ALCANOS

a-Ylangeno 1221 MS Tetradecano 1413 MS
a-Copaeno 1222 R 10-Metilnonadecano 1945 MS
a-Longipineno 1403 R OTROS/MISCELANEA

a-Bergamoteno 1430 MS 3-Metil-1-butano 697 MS
4-Cadineno 1469 MS Hexanal 806 MS
(+)-Valenceno 1474 R Anisol 870 MS
B-Cariofileno 1494 MS Acido pentanoico 875 R
a-Himachaleno 1494 MS a-Felandreno 1004 R
Himachala-2,4-dieno 1499 MS 2-Metoxi-3-isobutil pirazina 1204 R
B-Himachaleno 1528 MS Salicilato de metilo 1281 R
Longipinocarvono 1569 MS (Z)-9-Octadecen-1-o0l 2061 MS

'R = identificado mediante la comparacion de su espectro de masas e IR con compuestos de referencia auténticos, MS = identificado
tentativamente sobre la base de su espectro de masa e IR con los de la Biblioteca NIST MS vy literatura.

Los niveles mas altos de volatiles totales correspondieron claramente a los
jalapefios més ancestrales, i.e. los espinaltecos, con valores que van desde 645x10°
hasta 8163x10° unidades de 4rea de pico (p.a.u.) de Espl10402 y Esp10397 (Tabla 9).
Por el contrario, los valores mas bajos en volatiles totales se encontraron en las
variedades modernas F1 Delicias y Jalapa, comprendidos entre 40x10° y 80x10°
p.a.u., mientras que tanto la variedad de polinizacion abierta tradicional Jalapeiio M
como el ancestro Serrano mostraron niveles intermedios: 249-584x10° (Tabla 9).

Este patron también se encontrd dentro de los principales grupos de volatiles y
también en muchos compuestos individuales, como los particularmente relevantes para
los pimientos verdes. Asi los espinaltecos y el chile Serrano mostraron los niveles mas
altos en terpenoides y ésteres totales e individuales y la mayoria de compuestos del
grupo misceldnea, mientras que las variedades modernas F1 mostraron niveles

comparativamente menores, especialmente entre los ésteres (Tabla 9).
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Tabla 9. Compuestos individuales y sus unidades promedio de area de pico de GC (x10%) identificadas en

los frutos en estado inmaduro de las accesiones de jalapefios estudiados

Compuesto Espl0397  Espl0400  Espl0402  Espl0415  Serrano  a@pefio  Delicias  Jalapa

M Fl1 Fl1

TERPENOIDES
Monoterpenos
Tricicleno - 3.47b 0.29a - 5.22¢ - 0.26a 3.01b
o-Pineno - tr tr tr tr 0.44a 0.52a 0.38a
Canfeno - tr tr - 0.28a 0.20a 0.27a 0.30a
B-Pineno - tr - - tr - - tr
(Z)-B-Ocimeno - 0.31a 0.87ab - - 1.50b 0.77ab 0.65a
Limoneno tr 5.08¢c 1.10ab 0.52a 0.70a 2.50b 1.50ab 3.06bc
Monoterpenos totales tr 8.86d 2.26ab 0.52a 6.20c 4.64bc 3.32b 7.40cd
Otros terpenoides
a-Cedreno tr 1.39b - tr - 0.92ab 0.42a 0.22a
3-Careno 72.82d 140.81e 9.80b 2.25a 26.40c 3.40a 20.92¢ 6.33b
(+)-Ciclosativeno tr 13.29b 30.95¢ tr tr 0.17a 0.66a 0.29a
a-Ylangeno tr - - - - 18.02b tr 0.50a
a-Copaeno 171.30e 12.39b - 42.69d 24.68c 8.31b 4.13a 5.42a
a-Longipineno 203.30d 33.84c 8.45b 8.57b 5.16ab 4.20ab 0.13a 1.27a
a-Bergamoteno 2.82b 1.47a 1.39a 4.50c 1.65ab 3.88bc 2.50ab 1.52a
4-Cadineno 4.73b - - 0.50a tr 0.55a tr 0.39a
(+)-Valenceno tr - - 1735.14a tr tr - tr
B-Cariofileno 11.75¢ - 1.94ab 3.58b 1.61a 1.46a 0.23a 0.14a
a-Himachaleno - 66.99¢ 37.14c 47.58d 34.00c 22.64b 0.29a 1.83a
Himachala, 2,4-dieno 35.78d 1.46a 6.32b 11.43¢ 6.52b 4.54ab tr tr
B-Himachaleno 6005.91e 50.79¢cd 41.84c 78.06d 40.00c 27.48b 0.14a 1.23a
Longipinocarvono - - 5.68b - 6.02b - tr 0.24a
Terpenoides totales 6508.41f 322.43d 143.51a 1934.30e 146.04c 95.57b 29.42a 19.38a
ESTERES
3-Metilbutanoato de ir r - - 121a 0.40a ir 0.05a
metilo
3-Metilbutil 2.35b - 1.03ab ir - 0.51a - 0.40a
butanoato
3-Metilbutanoato de 10.05b 1.36ab 1.01ab tr 0.79 r tr 0.25a
pentilo
ﬁ;ﬁfglpmpamm de tr 20.03d 11.78¢ 6.43b 1043c  4.06ab tr 0.26a
4-Metilpentil-3- 256.86d 257.04d 63.80c 14.27b 19.82b 5.06ab 042a  3.52ab
metilbutanoato
ﬁ:)\fﬂeéﬂb“ta“oat" de 14.36¢ 13.96¢ 5.87b 1.82ab 2.07ab 0.52a tr 0.21a
3-Metilbutanoato de 1.41a 3.08b 2.08ab - . - : :
hexilo
4-Metilfenil 58.36d 22.74¢ 33.59cd 23.81c 26.39¢ 8.27b tr 1.63a
pentanoato
3-Metilbutanoato de

. - - - tr - - - -
heptilo
Decanoato de hexilo tr 2.51b - 1.58a tr 1.07a - -
Esteres totales 343.39¢ 320.72g 119.16f 47.91d 60.71e 19.89¢ 0.42a 6.32b
Alcanos
Tetradecano 108.85¢ 68.24d 45.35¢ 111.31e 28.69b 4.33ab 0.52a tr
10-Metilnonadecano 1151.25h 443.78f 271.74d 722.01g 336.49¢ 58.96¢ 2.56a 21.57b
Alcanos totales 1260.10g 512.02¢ 317.09d 833.32f 365.18d 63.29¢ 3.08a 21.57b
Otros/Misceldnea
3-Metil-1-butanol 20.67¢ 6.89b 5.88b 1.89ab 4.10b 0.73a 1.05ab -
Hexanal - - - - 0.29a - - -
Anisol 23.29¢ 7.10b 38.08d 19.97¢ - 38.83d tr 2.88a
Acido pentanoico - tr 0.44a tr tr tr - 0.07a
a-Felandreno - tr - - tr tr - 0.06a
2-Metoxi-3-isobutil 6.94a 2.96b 5.33¢ 2.26b 0.86a 1.51ab  0.50a  1.15ab
pirazina
Salicilato de metilo - tr tr tr tr tr tr tr
(Z)-9-Octadecen-1-ol tr tr 0.23a tr 0.59a tr 0.35a 0.21a
Volatiles totales 8162.80g 1195.71e 644.82d 2847.79f 583.97d 248.21c 40.0a8 79.88b

En términos de contribucion individual de los volatiles a la fraccidn total, la

mayoria de accesiones presentaron perfiles de volatiles relativamente equilibrados, con
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una distribucion representativa de la mayoria de sus volatiles, aunque también se
observaron otras accesiones en las que la fraccion volatil se debia fundamentalmente a
uno o dos volatiles predominante (s). Asi, por ejemplo, los jalapefios espinaltecos
Espl0400 y Espl10402, asi como el cultivar de polinizacion abierta Jalapeiio M y las
dos variedades modernas F1 Delicias y Jalapa, a pesar de tener un bajo contenido total
en volatiles, presentaron una distribucion mas equilibrada. Por el contrario, f-
himachaleno representé un 74 % de los volatiles en el jalapefio Espl0397, valenceno
represento el 61% de los volatiles totales en Espl0415 y el alcano 10-metilnonadecano
el 58% de los volatiles totales en Serrano (Tabla 9). Estos resultados sugieren que un
nivel alto de volatiles totales en los pimientos no estd necesariamente relacionado con
una fracciéon volatil cualitativamente compleja. O al revés, una fraccion volatil
cualitativamente diversa no estd siempre relacionada con un alto contenido de volatiles
totales. Asimismo, confirman los resultados observados intravarietalmente en la linea
experimental anterior, ahora extendido a variacion intravarietal, i.e. entre variedades
este fenomeno también se produce.

Analizando con mas detalle el perfil de volatiles entre los jalapefios ancestrales,
se observo el efecto de la diversidad propia de las variedades tradicionales. Asi, si bien
como se observé anteriormente el contenido en volatiles totales fue comparativamente
alto frente a las variedades mas modernas, éste fue muy variable, estando comprendido
entre 645 y 8163x10° p.a.u. de Espl0402 y Espl0397, respectivamente, con valores
intermedios de Espl0400 y Espl10415 (Tabla 9). En general, los terpenoides fueron los
principales contribuidores a la fraccion volatil de los espinaltecos, especialmente en
Espl0397 y Espl0415. Destacaron en la mayoria de espinaltecos a-himachaleno y -
himachaleno (predominantes en aceite esencial de cedro, aroma a madera, especia)
(Martins et al., 2015) y o-longipineno, y adicionalmente 3-careno (aroma tipico
terpénico penetrante, dulce pino/terroso) en Espl0397 y Espl0400, ciclosativeno en
Espl10402 y valenceno (citrico verde/frutal) en Espl0415 (Tabla 9). En cuanto a los
monoterpenos destacaron pineno (aroma a extracto de pino) y limoneno (aroma citrico
penetrante), especialmente en Espl/0400. En cuanto al perfil de ésteres, Espl0397 y
Espl0400 fueron las accesiones con el mayor contenido en estos compuestos que
generalmente contribuyen al aroma y flavor de los alimentos con notas frutales, dulces y
hasta exoticas (Rodriguez-Burruezo et al, 2010b). En general 4-metilpentil-3-
metilbutanoato, seguido de 4-metilfenil pentanoato y 2-metilpropanoato de hexilo

fueron los mas comunes y abundantes entre los espinaltecos, mientras que el resto de
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ésteres, aunque presentes, estuvieron en cantidades considerablemente menores (Tabla
9). En cuanto a los alcanos, en todos los casos 10-metilnonadecano fue el principal
compuesto, si bien estos volatiles no suelen tener impacto sensorial. Finalmente, entre el
grupo de otros compuestos, en general destacaron 3-metil-1-butanol (alcohol isoamilo,
aroma alcohdlico brandy/frutal), anisol (anisado) y la pirazina del pimiento, i. e. 2-
metoxi-3-isobutil pirazina, (tipico aroma azufrado y penetrante a pimiento verde)
especialmente en Espl0397 y Espl10402 (Tabla 9).

En comparacion, el chile Serrano, considerado el antepasado de los jalapefos,
seguido de la variedad de polinizacion abierta Jalapeiio M mostraron un contenido en
volatiles totales intermedios, en los que también fueron predominantes, aunque a
menores niveles que en los espinaltecos, los terpenoides, destacando a-copaeno, o-
himachaleno y B-himachaleno, asi como 3-careno y los monoterpenos tricicleno en
Serrano y limoneno en Jalaperio M (Tabla 9). Algo similar se encontr6 en el caso de los
ésteres, con unos niveles comparables a los espinaltecos en el chile Serrano y
ligeramente inferiores en Jalapeiio M, y con la predominancia de los mismos
compuestos (i.e. 4-metilpentil-3-metilbutanoato, seguido de 4-metilfenil pentanoato y 2-
metilpropanoato de hexilo) (Tabla 9). Por lo que respecta a los compuestos de la
miscelénea, tanto Jalaperio M como Serrano mostraron niveles apreciables de 3-metil-
1-butanol y la pirazina del pimiento, similares a los espinaltecos, y adicionalmente
niveles muy altos de anisol en Jalaperio M y relativamente apreciables de hexanal
(aroma herbaceo) y Z-9-octadecen-1-ol en Serrano (Tabla 9).

Por ultimo, las variedades modernas F1 Delicias y Jalapa mostraron unos
perfiles de volatiles cualitativamente ricos, considerando los compuestos identificados.
Sin embargo, en comparacion con el chile Serrano y Jalapeiio M 'y especialmente
frente a los espinaltecos, el contenido en volatiles totales y en la mayoria de compuestos
individuales, fue considerablemente mas bajo. Asi, s6lo fueron comparables a los
espinaltecos en monoterpenos, los terpenoides 3-careno o a-bergamoteno, y ligeramente
inferiores en 3-metil-1-butanol (en Delicias) y la pirazina del pimiento, mientras que
para el resto de compuestos volatiles predominantes, i.e. resto de terpenoides y mayoria
de ésteres sus niveles fueron muy inferiores (Tabla 9)

En base a las diferencias observadas en el perfil de volatiles, podemos deducir
que el aroma atractivo del Jalapeiio M (moderadamente intenso, verde/herbaceo a
pimiento verde y notas terrosas) es debido a la predominancia de terpenoides como los

himachalenos, copaeno y baja contribucion de ésteres, a la que se suma el anisol y la
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pirazina del pimiento (aroma herbaceo fuertemente azufrado). En comparacion el chile
Serrano, caracterizado por su aroma intenso, fuertemente herbaceo pero con notas
frutales, se debe a una mayor concentracion total de volatiles (doble que Jalaperio M)y
a una proporcidn ésteres/terpenoides mayor, lo que causa que también se perciban las
notas frutales de los ésteres entre la base citrica, a madera, herbacea y sulfurosas de los
terpenos, la pirazina y resto de compuestos de su composicion. Frente a estas
variedades, se puede deducir que el aroma de las variedades modernas sera débil
(volatiles totales muy bajos) y fundamentalmente herbidceo, como una suerte de
Jalaperio M “light”. En comparacion, se presume que los espinaltecos estardn dotados
de un aroma de intensidad similar o muy superior al del chile Serrano (Esp10397), y
con unas calidades aromaticas muy variables, dependiendo de sus combinaciones
cuantitativas de terpenoides, ésteres y otros compuestos.

Finalmente, se puede concluir que las variedades ancestrales del tipo varietal
jalapefio presentan un perfil de volatiles muy diverso, cualitativa y cuantitativamente, y
en comparacion con las modernas variedades F1 mucho mas ricas en volatiles totales y
la mayoria de volatiles individuales. Estos resultados muestran que la pérdida de calidad
aromatica y “sabor” (en realidad flavor, i.e. mezcla de estimulos sensoriales que llegan
a nuestro cerebro desde la lengua y la cavidad retronasal durante la masticacion)
atribuida a estos pimientos (DeWitt y Bosland, 2009) se debe muy probablemente a la
pérdida de volatiles que ha provocado la moderna mejora varietal. Asi, las compaiiias de
desarrollo de variedades hibridas han puesto énfasis en seleccionar variedades dotadas
de resistencias a patdgenos vegetales, mas productivas, con mayor uniformidad y vida
poscosecha, pero olvidando caracteres de calidad nutricional y, como en este caso,
caracteres de calidad sensorial. Este hecho seria extensible a otras hortalizas como por
ejemplo el tomate, de la que es muy comun oir comentarios como que ya no saben
coémo lo hacian las variedades antiguas.

Ademas, en el caso de los jalapenos este hecho se confirma al observar como el
Jalaperio M, un concepto de variedad a mitad de camino entre las variedades ancestrales
y las modernas F1 (i.e. moderna pero de polinizacién abierta), muestra en términos
generales unos niveles intermedios de volatiles totales e individuales en comparacion a
los espinaltecos y a las F1 evaluadas aqui. El hecho de que el chile Serrano muestre un
perfil de volatiles y niveles de los mismos similares a los espinaltecos refuerza la

hipdtesis de que estos ultimos conservan un perfil de volatiles méas proximo al ancestro
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semisilvestre. Aspecto en el que se han alejado las variedades de Jalapefios que han
experimentado un proceso de seleccion y mejora mas intenso y moderno.

En cualquier caso, este estudio preliminar deberia ampliarse en términos de
interpretacion de cromatogramas, con una identificacion maés profunda de otros
compuestos que pueden quedar por identificar y que incrementarian las diferencias
cualitativas entre las variedades antiguas y las modernas. Més alla de la comparativa
establecida aqui en base a 40 volatiles. Asi como se observa en la Figura 13, los
cromatogramas de los jalapenos espinaltecos suelen presentar picos mas pronunciados y
de mayor area que las modernas F1 (lo observado en este trabajo), pero también son
mucho mas variados en picos (diferencias cualitativas, por explorar en el futuro).
Asimismo, estos estudios deberian ampliarse a otros tipos varietales para determinar si
el proceso de mejora vegetal moderna ha tenido el mismo impacto en el perfil de

voléatiles que en los jalapefios.

Delicias F1 Jalapa F1

y ’ Tios (rin A Ton
Espl10397 Espl0400
Espl10402 Espl0415

Figura 13. Comparativa de cromatogramas de las modernas F1 (fila superior; izda. Delicias F1, dcha.

Jalapa F1) frente a los espinaltecos (fila central y fila inferior).
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4.- Conclusiones

1.  Este trabajo ha demostrado que existen amplias oportunidades para
mejorar mediante hibridacion los compuestos relacionados con el aroma en pimientos y
chiles maduros, tanto cualitativa como cuantitativamente. En comparacion, la mayoria
de los hibridos mejoraron los perfiles volatiles de sus parentales a través de la
confluencia de volatiles de ambas lineas parentales, con casos de herencia intermedia o
herencia transgresiva, y también, pero en menor medida, a la aparicion de compuestos

de novo, presumiblemente debido a complementacion genética.

2. Nuestros resultados abren la puerta a que los mejoradores de pimientos y
chiles puedan planificar numerosas combinaciones hibridas, utilizando parentales
complementarios para perfiles de volatiles deseables, y luego realizar selecciones
finales, basadas en pruebas organolépticas, de aquellos hibridos con lo mejores aromas

y flavores.

3.  Las dos partes principales del fruto, el pericarpio y los tejidos
placentarios, siguieron estas reglas de herencia. En general, los tejidos placentarios son
cuantitativamente mas ricos en compuestos volatiles, lo cual es de especial interés para
mejorar el aroma y el sabor de aquellas variedades donde se usa el fruto entero en

aplicaciones culinarias (e.g. pastas, salsas, moliendas).

4.  Nuestros hallazgos indican que la mejora varietal moderna, enfocada
principalmente en la mejora de nuevos materiales para la resistencia de enfermedades,
altos rendimientos, uniformidad morfologica, buena apariencia y otros objetivos de
comercializacioén y postcosecha, pueden haber ido en detrimento del “sabor”/flavor. En
el caso que nos ocupa aqui con el tipo varietal jalapefio, hemos encontrado un claro
empobrecimiento de la composicion volatil en las variedades modernas F1 en
comparacion con los jalapefios ancestrales espinaltecos estudiados. Este hecho podria
ser una de las claves para explicar porqué el aroma y flavor de las variedades modernas
en horatlizas, especialmente las de fruto, carecen de la calidad organoléptica atribuida a
las variedades tradicionales. No obstante, serian necesarios realizar mas estudios de este

tipo con otros tipos varietales de pimiento y de otras hortalizas para confimarlo.
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5. Hemos encontrado que las variedades locales antiguas son muy ricas en
la fraccion volatil total y en volatiles individuales. Esto ofrece a los mejoradores la
oportunidad de mejorar y seleccionar cultivares antiguos por su sabor mejorado, o

alternativamente, usarlos para mejorar el sabor de los cultivares modernos.
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