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RESUMEN

Se estudio la respuesta de la superdxido dismutasa (SOD) y la
catalasa (CAT) en frutos de chile (Capsicum spp. cv. Caballero) al
someter las plantas a estrés salino moderado. Las plantas fueron
expuestas en macetas durante 90 dias a cinco tratamientos: con-
trol (agua potable; 1,3dS-m), NaCl (2,8 y 4,0dS-m™) y agua de
mar (2,8 y 4,0dS-m™). Los frutos fueron cosechados en etapa de
maduracion y se midié pigmentacion a la madurez, niimero, largo,
ancho, peso fresco, contenido mineral (Ca, Mg, K, Mn, Na y Cl),
proteinas, actividad de SOD y CAT, lipoperoxidacion y dcido ascor-
bico. No hubo diferencias significativas en nimero de frutos, largo,
ancho y peso fresco. Los tratamientos produjeron diferencias en pig-
mentacion de los frutos en la madurez, cambiando al rojo en am-

bas fuentes salinas a 4,0dS-m™. Las proteinas solubles aumentaron
en 2,8dS-m, pero disminuyeron al aumentar la CE en ambas fuen-
tes salinas. Los contenidos de Ca**, Mg**, K*, Mn?* disminuyeron
al incrementar la CE, mientras Na* y Cl aumentaron en 4,0dS-m’
(NaCl). El dcido ascorbico aumento ligeramente en 2,8dS-m™. El
estrés salino incremento la lipoperoxidacion y la actividad de SOD
y CAT siendo mayores en 4,0dS-m’, y la respuesta en 2,8dS-m™ en
ambas fuentes de salinidad parecio mantener la homeostasis celu-
lar sin alterar la maduracion. Se sugiere la posibilidad de utilizar
las enzimas SOD y CAT como biomarcadores de maduracion en
frutos de chile bajo estrés salino, al mostrar una alta actividad en
la maduracion cuando se utilizo NaCl o agua de mar.

Introduccion

La salinidad o estrés sali-
no es uno de los principales
factores abidticos que afectan
el crecimiento, rendimiento y
calidad de los cultivos agrico-
las a través del estrés idnico y
osmotico, limitando con ello
la produccién de alimentos de
origen vegetal (Serrano, 1999;
Hasegawa et al., 2000; Zhu,
2001; Cramer, 2002; Aktas
et al., 2005). La problemética
global actual referente a la
disponibilidad de agua dulce
para el desarrollo sostenible
ha conducido a la necesidad
de reutilizar agua en la agri-
cultura (Shannon y Grieve,
1999) y ante la escasez de
agua en las zonas dridas, sur-

ge la necesidad de utilizar
aguas salobres para el riego
de los cultivos, entre ellos el
de chile Capsicum annuum
(Larrinaga-Mayoral, 2001;
Maggio et al., 2003; Navarro
et al., 2006). Por otro lado,
el agua dulce se define como
aquella que contiene cantida-
des minimas de sales disuel-
tas, especialmente NaCl, y
el agua salobre como aquella
que tiene mds sal disuelta que
el agua dulce, pero menos
que la de mar. Para el afio
2001 habia 275Mha de tierras
irrigadas (http://apps.fao.org,
enero 2004), de las que ~20%
son afectadas por la salinidad
(Flowers y Flowers, 2005).
En México, 10% de la su-
perficie agricola irrigada es

afectada por la salinidad y de
ésta, ~64% se localiza en la
parte norte del pais (Umali,
1993), que corresponde al
clima de zonas dridas y se-
midridas donde el problema
se agudiza a causa de que el
agua es limitada, los suelos
presentan drenaje deficiente
y existe una alta evaporacion,
condiciones favorables para
la acumulacién de sales en el
suelo. La peninsula de Baja
California, por su ubicacién
geografica se encuentra den-
tro de las zonas de mayor
aridez en el mundo (Aguilera
y Martinez, 1996; Nieto-Ga-
ribay et al., 2002) y se ca-
racteriza por tener una baja
precipitacién. La baja dispo-
nibilidad de agua de riego,

ademas del contenido de sales
tanto en el suelo como en el
agua, hace de las actividades
agricolas una tarea dificil. A
pesar de esta problematica, el
cultivo de chile ancho es de
los mas rentables en funcion
de los volimenes de agua uti-
lizados, con un rendimiento
promedio de 30t-ha'! (SA-
GARPA-BCS, 2005). Varios
estudios (Walker et al., 1980;
Maggio et al., 2003; Navarro
et al., 2006) han mostrado
que el estrés salino acelera la
maduracion de los frutos, dis-
minuyendo con ello la etapa
intermedia entre la madura-
cién organoléptica y el inicio
de la senescencia y, por lo
tanto, su periodo de vida pos-
cosecha en anaquel.
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ANTIOXIDANT ENZYMATIC RESPONSE OF HOT PEPPER (Capsicum annuum L.) UNDER SALINE STRESS

CONDITIONS

Rogelio Ramirez-Serrano, Juan Angel Larrinaga-Mayoral, Bernardo Murillo-Amador, Norma Yolanda Hernandez-Saavedra

and Hideyasu Fujiyama

SUMMARY

A pot experiment was carried out with hot pepper (Capsicum spp.
cv. “Caballero”) to investigate the response of the antioxidant en-
zymes superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) in fruits of
this species under moderate saline conditions. The hot pepper plants
were exposed during 90 days to five treatments: 1) control (potable
water: 1.3dS-m), II) NaCl (2.8dS-m™), Ill) NaCl (4.0dS-m™), IV)
sea water (2.8dS-m™), and V) sea water (4.0dS-m™). The hot pep-
per fruits were collected in the ripening phase and the ripening
pigmentation, number of fruits, length, width, fresh weight, mineral
contents (Ca®*, Mg**, K*, Mn**, Na* and Cl), proteins, superoxide
dismutase (SOD) and catalase (CAT) activity, lipoperoxidation and
ascorbic acid were measured. The results showed that morphologi-
cal variables number, length, width and fresh weight of fruits re-
mained without statistical significant differences between treatments
but stayed the same as, or slightly less than that of the control.
Saline treatments caused differences in fruit ripening pigmentation,

changing to red color at 4.0dS-m™" when NaCl or sea water were
applied. Content of soluble proteins increased from the control to
2.0dS-m™ but decreased as electrical conductivity (EC) increased
with NaCl or sea water. Calcium, magnesium, potassium and man-
ganese content, decreased as CE increased, but sodium and chlo-
ride showed the contrary, being higher at 4.0dS-m™ with NaCl
Ascorbic acid remained unchanged between treatments, although
slightly increased at 2.8dS-m (NaCl). Salt stress was found to in-
crease lipoperoxidation, superoxide dismutase and catalase activities
being higher at 4.0dS-m™" when NaCl was used, but this enzymatic
response in fruits at 2.8dS-m™ in both saline sources, seemed to
have maintained the cellular homeostasis, without altering its ripen-
ing. These findings suggest the possibility to use the enzymes SOD
and CAT as ripening biomarkers in hot pepper fruits under saline
stress, because they showed a high activity in the ripening of fruits
when NaCl or sea water was used.
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RESUMO

Estudou-se a resposta da superoxido dismutase (SOD) e a ca-
talase (CAT) em frutos do chile (Capsicum spp. cv. Caballero) ao
submeter as plantas a estresse salino moderado. As plantas foram
expostas em macetas durante 90 dias a cinco tratamentos: controle
(dgua potdvel; 1,3dS-m’), NaCl (2,8 e 4,0dS-m™) e dgua de mar (2,8
e 4,0dS-m™). Os frutos foram colhidos em etapa de amadurecimen-
to e se mediu pigmentacdo na maturidade, niimero, comprimento,
largura, peso fresco, conteiido mineral (Ca, Mg, K, Mn, Na e Cl),
proteinas, atividade de SOD e CAT, lipoperoxidagdo e dcido ascorbi-
co. Ndo houve diferencas significativas em niimero de frutos, compri-
mento, largura e peso fresco. Os tratamentos produziram diferengas
em pigmentagdo dos frutos amadurecidos, mudando ao vermelho em

ambas as fontes salinas a 4,0dS-m™. As proteinas soliiveis aumen-
taram em 2,8dS-m’, mas diminuiram ao aumentar a CE em ambas
fontes salinas. Os conteiidos de Ca**, Mg**, K*, Mn** diminuiram ao
incrementar a CE, enquanto que Na* e CI aumentaram em 4,0dS-m
(NaCl). O dcido ascdrbico aumentou ligeiramente em 2,8dS-m™. O
estresse salino incrementou a lipoperoxidagdo e a atividade de SOD
e CAT sendo maiores em 4,0dS-m™, e a resposta em 2,8dS-m™ em
ambas fontes de salinidade pareceu manter a homeostases celular
sem alterar o amadurecimento. Sugere-se a possibilidade de utilizar
as enzimas SOD e CAT como biomarcadores de amadurecimento em
frutos do “chile” sob estresse salino, ao mostrar uma alta atividade
no amadureciemnto quando se utilizou NaCl ou dgua de mar.

Las especies reactivas de
oxigeno (ERO) tal como los
radicales anién superdxido
(*O%), peréxido de hidrégeno
(H,0,), y radicales hidroxilo
(OH) son subproductos que
surgen como resultado de re-
acciones metabdlicas norma-
les y como respuesta al es-
trés. Algunos estudios (Gos-
sett et al., 1994; Hernandez
et al., 1995; Burdon et al.,
1996; Shalata y Neumann,
2001; Aktas et al., 2005) in-
dican que las EROs estan
involucradas en dafios a teji-
dos de plantas inducidos por
salinidad. De esta manera, las
EROs funcionan como media-
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dores primarios del dafio oxi-
dativo en la senescencia de
las plantas (Thompson et al.,
1987; Del Rio et al., 1998;
Halliwell y Gutteridge, 1999).
En las plantas, la produccion
y remocién de las EROs debe
ser estrictamente controlada,
realizando su eliminacidn
principalmente por mecanis-
mos enzimaticos y no enzi-
maticos. Los antioxidantes
no enzimaéticos incluyen los
principales amortiguadores
celulares redox ascorbato y
glutatién (GSH), asi como
acido ascorbico, tocoferol,
flavonoides, alcaloides y ca-
rotenoides. Los mecanismos

enzimadticos en plantas inclu-
yen enzimas secuestradoras
de EROs como las enzimas
superéxido dismutasa (SOD),
ascorbato peroxidasa (APX),
glutation peroxidasa (GPX)
y catalasa (CAT) (Mittler,
2002; Apel y Hirt, 2004).
Foyer (1993) sugirié que la
tolerancia al estrés se debe a
un incremento en la capéci-
dad antioxidante de las plan-
tas, lo cual puede probarse
mediante la caracterizacién
bioquimica de los antioxidan-
tes y su andlisis molecular.
Segin Brennan y Frenkel
(1977) la maduracién de los
frutos y la senescencia pue-

den considerarse como un
fendmeno oxidativo. Durante
la maduracién se presenta un
dafio oxidativo fuerte y en
esta situacidén los sistemas
antioxidantes pueden ayudar
en limitar el incremento de
las EROs (Jiménez et al.,
2002). Por su parte, Masia
(1998) sugirié que la varia-
cion en las actividades de
SOD y CAT determinadas a
intervalos regulares desde el
inicio de la cosecha, puede
ayudar a esclarecer algu-
nos aspectos fisioldgicos de
la maduracién de los frutos
y proveer un criterio més
racional para una correcta
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cosecha de cada cultivar. Si
bien existen estudios sobre
los efectos del estrés salino
en frutos de chile (Walker
et al., 1980; Larrinaga-Ma-
yoral, 2001; Maggio et al.,
2003; Aktas et al., 2005;
Navarro et al., 2006), no
hay informacién suficiente
sobre los efectos del estrés
salino en la actividad de los
sistemas de defensa antioxi-
dante enzimaticos durante
la maduracién y su posible
induccion benéfica dentro de
un rango de salinidad tolera-
ble (<4,0dS-m™).

En este contexto, el obje-
tivo de la presente investiga-
cién fue estudiar la respues-
ta de defensa antioxidante
en frutos de chile ancho cv.
Caballero bajo condiciones
de estrés salino moderado a
partir de dos fuentes de sali-
nidad (NaCl y agua de mar)
y de esta forma caracterizar
biomarcadores antioxidan-
tes como seflalizadores de
la maduracién del cultivo,
determinando ademaés los
umbrales de salinidad y su
efecto en frutos de chile an-
cho durante el uso de aguas
salobres en zonas aridas.

Materiales y Métodos
Sitio de estudio

El estudio se realizd en
una estructura tipo inverna-
dero con malla sombra, en
el Centro de Investigaciones
Bioldgicas del Noroeste, S.
C. (CIBNOR), en los terre-
nos costeros de la localidad
de El Comitan, ubicada a
19-31°N, en la porcién me-
ridional de la Peninsula de
Baja California, México.

Diserio experimental

El experimento se estable-
cié bajo un disefio completa-
mente al azar con 10 repeti-
ciones por tratamiento. Agua
potable de pozo con cantida-
des minimas de sales disuel-
tas, especialmente NaCl, y
con una conductividad eléc-
trica (CE) de 1,3dS-m"!, fue
considerada como control
(tratamiento I) y utilizada
para la preparacién y dilu-

cién de las soluciones salinas
tanto de NaCl como de agua
de mar. Los tratamientos
salinos cuya fuente utilizada
fue NaCl (Sigma) se ajus-
taron a conductividades de
2,8dS'm! y 4,0dS-m™! y se
designaron como tratamien-
tos II y III, respectivamente.
Para los tratamientos sali-
nos cuya fuente utilizada fue
agua de mar filtrada igual-
mente tuvieron CE de 2,8
y 4,0dS-m™!, obtenidas por
dilucién con agua potable y
designados como tratamien-
tos IV y V, respectivamente.
Las semillas de chile an-
cho, Capsicum annuum L.
hibrido Caballero (Sakata
SPP 7502) fueron sembra-
das en recipientes de ger-
minacién y posteriormen-
te trasplantadas en mace-
tas de plastico de 20cm de
didmetro y 30cm de altura,
con sustrato comercial tipo
“peat-moss” (Sunshine, Sun
Gro Horticulture, Canada).
Durante 10 dias y previo al
inicio de los tratamientos
salinos, las plantas se rega-
ron con Triple 20 (fertili-
zante comercial Fertipron:
N:P,05:K,0) con una dosis
de 150mg-1"!. Posteriormente
se inici6 la aplicacién diaria
de los tratamientos salinos
por un periodo de 90 dias,
hasta la cosecha de los fru-
tos. En cada tratamiento se
cosecharon frutos de manera
aleatoria e inmediatamente
se registraron las variables
morfolégicas y el peso de los
frutos. Para los andlisis de
aniones y cationes, los frutos
se almacenaron en bolsas de
papel y se deshidrataron en
un horno (Shel Lab FX-5,
Cornelius, EEUU) a 80°C
durante 48h. El tejido del
pericarpio del fruto se pulve-
rizé en un molino eléctrico
(Hamilton-Beach, EEUU)
hasta obtener un material fino
y homogéneo. Para los estu-
dios de actividad bioquimica
(proteina total, antioxidantes
enzimdticos y no enzimaticos
y nivel de lipoperoxidacién)
las muestras se colocaron en
bolsas de polietileno y se
congelaron a -80°C en un ul-
tra-congelador (Revco ULT-
2186-9, Asheville, EEUU).
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Variables morfoldgicas y
peso de frutos

Se cuantificéd el nimero
de frutos por planta en cada
tratamiento, determinando-
se el ancho y largo de cada
fruto con un vernier digital
(Stanley UPC22064, Chi-
na). El peso de cada fruto
se registr6 empleando una
balanza granataria (Mettler-
Toledo PG8000-S, Detroit,
EEUU).

Andlisis de aniones
y cationes

Para determinar el con-
tenido de Cl-, se pesaron
0,3g de cada muestra seca
y molida. Para su digestion,
las muestras se calentaron a
ebullicién durante 1min, se
filtraron con papel Whatman
N° 2 y posteriormente con
jeringa y filtro de rosca de
0,2um, depositando los filtra-
dos en viales. El contenido
de CI' se determiné median-
te cromatografia de iones
(Shimadzu HIC-6a, Japén).
Para el analisis de cationes,
se pesaron 0,2g, realizando
la extraccién mediante di-
gestion dcida, adicionando
5ml de solucién digestora
H,SO,:HC10,:HNO; (1:4:10).
Las muestras se colocaron
en plancha caliente por 20-
45min. Una vez digeridas, se
adicionaron 3ml de HCI 50%
(v/v). La concentracion de
cationes (Ca?*, Mg?*, Mn?*,
K* y Na*) se analiz6 por es-
pectrofotometria de absorcion
atomica (Shimadzu AA-660,
Japon) de acuerdo a Klutte
(1996).

Extraccion enzimdtica

A partir de los frutos de
chile ancho almacenados a -
80°C, se tomd lg de material
vegetal de la regién ecuato-
rial del fruto, que fue corta-
do y posteriormente congela-
do adicionando N, liquido e
inmediatamente fue triturado
en mortero. Al homogeni-
zado obtenido se afiadieron
2ml de solucién amortigua-
dora de fosfatos de potasio
conteniendo 100mM NaKP;,
pH 7,0; 0,3g polivinil-polipi-

rrolidona (PVPP) y 200ul de
fluoruro-fenil-metil-sulfonil
(PMSF). La mezcla se agito
en vortex y se mantuvo por
30min en bafio de hielo. El
material sélido se concen-
trd, centrifugando a 1000g
por 10min y el sobrenadan-
te recuperado se centrifugd
nuevamente a 10000g por
20min. Posteriormente, el
volumen obtenido se dividi
en alicuotas de Iml para rea-
lizar los andlisis de proteina
total, actividad enzimaética
superdxido dismutasa (SOD)
y catalasa (CAT). Todo el
procedimiento de extraccion
se realiz6 a 4°C.

Proteina total

El contenido total de
proteinas se determiné de
acuerdo a una modificacion
del método descrito por
Bradford (1976) mediante el
procedimiento de micro-en-
sayo en microplaca, el cual
implicé la adicién del co-
lorante dcido azul brillante
de Coomassie G-250 (Bio-
Rad). Las determinaciones
de proteina se realizaron
por triplicado, expresdndose
en mg-ml.

Actividad de superoxido
dismutasa (SOD)

La actividad de SOD total
(E.C. 1.15.1.1) fue determi-
nada de acuerdo al méto-
do descrito por Paoletti et
al. (1986) en extractos de
proteina cruda, utilizando
el sistema xantina/xanti-
na oxidasa como generador
constante de radical supe-
roxido, el cual al entrar en
contacto con el nitroazul de
tetrazolio (NBT) lo reduce
y forma un producto llama-
do formazan, cuyo cambio
puede ser detectado por es-
pectrofotometria cuando la
enzima superdéxido dismu-
tasa (SOD) inhibe la reduc-
cién del NBT (Beauchamp
y Fridovich, 1971). Todas
las muestras se mantuvie-
ron a 25°C. Para registrar
la actividad enzimadtica se
midié el cambio de la ab-
sorbancia a 560nm cada 30s
durante 5Smin en un espec-
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trofotometro (Jenway 6505,
EEUU). El método define
una unidad de SOD como
la cantidad de enzima que
causa el 50% de la maxima
inhibicién de NBT a azul
de formazan, expresando la
actividad de los extractos
como unidades SOD por
mg de proteina. La determi-
nacion de cada extracto se
realiz6 por triplicado.

Actividad de catalasa (CAT)

La actividad de la enzima
catalasa (E.C. 1.11.1.6) se de-
terminé a 25°C de acuerdo
al método descrito por Aebi
(1984), mediante la desapa-
ricién del H,0, en solucién
amortiguadora y seguida
a una longitud de onda de
240nm en un espectrofotd-
metro (Jenway, 6505, EEUU).
La actividad catalasa se ex-
pres6 como unidades de CAT
por mg proteina, realizando
la determinacién de cada ex-
tracto por triplicado.

Peroxidacion de lipidos

Se determiné la concentra-
cién de malondialdehido, el
cual se utiliza como un indi-
ce adecuado para determinar
el dafio oxidativo resultado de
la peroxidaciéon de la mem-
brana celular, de acuerdo al
método indirecto descrito por
Persky et al. (2000). De la
regién ecuatorial del tejido
vegetal de frutos de chile
almacenados a -80°C, se cor-
taron y pesaron trozos de
0,1g, colocidndose luego en un
mortero al cual se le afiadid
1,0ml del reactivo tiobarbitu-
rico TCA-TBA-HCI, seguido
de una homogenizacién. Los
tubos se incubaron durante
30min a 90°C, para después
colocarse en bafio de hielo y
centrifugarse a 12000g du-
rante 15min. Para corregir
la turbidez no especifica del
sobrenadante de las muestras,
el malondialdehido se midié
a dos longitudes de onda,
535 y 600nm, debido a que
el material puede suspenderse
por la incubacién a 90°C. El
nivel de TBARS se expresé
como nmol TBARS:por mg
proteina.
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TABLA I

NUMERO DE FRUTOS, LONGITUD, ANCHO, PESO FRESCO, PIGMENTACION Y

PROTEINA TOTAL DE FRUTOS DE CHILE ANCHO CV. CABALLERO

Numero Longitud Ancho Peso fresco  Maduracién Proteina total
Tratamiento* frutos (mm) (mm) (2) pigmentacién  (mg-ml™)
I 50 1,6 110,0 £13,5 50,0 8,0 63,1 £13,7 Verde maduro 0,018 +0,0048
II 50 £2,2 974 11,6 489 +6,8 494 +170 Verde maduro 0,022 +0,0072
11T 7,0 £2.3 106,0 +8,7 49,9 +10,8 51,9 £13,0  Rojo-completo 0,011 +0,0067
v 58 2.8 98,6 +18,2 52,0 4,7 58,1 £149  Verde-rojo 0,019 +0,0095
A% 57 2,1 100,5 £7,5 48,8 +6,2 53,1 £10,5 Rojo-completo 0,014 +0,0065

* Tratamientos. I: Control 1,3dS-m™; II: NaCl 2,8dS-m™; III: NaCl 4,0dS-m™; 1V:

de mar 4,0dS-m™.

Los valores representan la media + desviacién estdndar.

agua de mar 2,8dS-m’; y V: agua

TABLA 11
CONTENIDO DE IONES EN BASE A PESO SECO EN FRUTOS DE CHILE ANCHO CV.
CABALLERO
Tratamiento* CE Ca?* g%t K* Mn?* Na* Cr
(dS-m™) (mg) (mg) (mg) (mg) (mg) (mg)
1 1,3 0,177 a 0,510 a 7,530 a 0,0082 a 0,091 a 0,812 a
11 2,8 0,118 b 0,330 b 5,397 b 0,0076 b 0,175 b,c 1,066 a,b
111 4,0 0,094 b 0,319 b 5,492 b 0,0072 b 0,209 ¢ 1,123 b
v 2,8 0,105 b 0,326 b 5,660 b 0,0074 b 0,164 b 1,081 b
\' 4,0 0,120 b 0,330 b 5,197 b 0,0074b 0,132 ab 1,079b

* Tratamientos. I: Control 1,3dS-m™; II: NaCl 2,8dS-m™; III: NaCl 4,0dS-m™; IV: agua de mar 2,8dS-m™; y V: agua

de mar 4,0dS-m™.

Los valores representan la media + desviacion estdndar. Letras diferentes indican diferencias significativas entre

tratamientos (p<0,05).

Acido ascorbico

De la region ecuatorial
de cada fruto, se cortaron
y pesaron 10g de tejido. El
tejido vegetal se comprimid
empleando un exprimidor de
acero inoxidable para obtener
la fase hidrofilica del tejido.
A partir de cada muestra
extraida se realizé una di-
lucién 1:20 con dacido me-
tafosférico. Inmediatamente
después se introdujo una tira
indicadora de acido ascérbico
del kit RQflex plus (Merck
1.6981.0001, Alemania) en
el vaso conteniendo la mues-
tra diluida, eliminando el
exceso de liquido con papel
absorbente. El contenido de
acido ascérbico reducido y
total se midi6 de acuerdo a
la prueba de dcido ascorbi-
co de Merck, el cual reduce
el dcido molibdofosférico
amarillo a azul de fosfomo-
libdeno que fue determinado
reflectométricamente. Como
control positivo se utilizo
L-4cido ascérbico (Sigma-
Aldrich, EEUU). Las deter-
minaciones se realizaron por
triplicado y el contenido se
expres6 en mg-1-.

Andlisis estadisticos

Se realizaron andlisis de
varianza (ANOVA) y cuando
se encontraron diferencias
significativas entre trata-
mientos, se utilizé la prueba
multiple de comparacién de
medias de Tukey (P=0,05).
Los andlisis estadisticos y
las gréficas se realizaron con
el programa estadistico Sta-
tistica 6.1 (Statistica, 2001).

Resultados y Discusion

La Tabla I muestra los re-
sultados correspondientes
al numero de frutos cose-
chados, longitud y ancho de
frutos, peso fresco, estado
de maduracién al momento
de la cosecha y el contenido
de proteina total de frutos.
El andlisis de varianza no
mostré diferencias significa-
tivas entre los tratamientos
para ninguna de las variables
mencionadas. Sin embargo,
los resultados del contenido
de proteina indican que éste
se incrementd en los frutos
bajo los tratamientos II y IV.
De acuerdo con Herndndez-
Saavedra y Ramirez-Serrano

(2004) la exposicién a un
estrés moderado induce un
mejoramiento en la resisten-
cia a un estrés mucho més
severo (tolerancia cruzada) vy,
por lo tanto, como respuesta
a una condicidén de estrés, la
célula produce una serie de
proteinas adicionales a aque-
llas que se sintetizaban antes
de la condicién de estrés.
Los frutos del tratamiento
IIT presentaron una disminu-
cidén en la concentracion de
proteina total con respecto
al resto de los tratamientos,
sugiriendo que altas concen-
traciones de NaCl afectan el
balance o estabilidad de los
enlaces H-H que controlan la
estructura secundaria de las
proteinas (Serrano, 1999).
El andlisis de varianza
para el contenido de Ca?*,
Mg?**, K* y Mn?* en los fru-
tos mostré diferencias sig-
nificativas entre los trata-
mientos, observdndose que
su concentracion disminu-
y6 en los cuatro tratamien-
tos salinos (Tabla II). Los
contenidos de Na* y Cl en
frutos mostraron diferen-
cias significativas entre los
tratamientos, aumentando
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significativamente en todos
los tratamientos salinos, ob-
servandose los valores ma-
yores en el tratamiento III
(NaCl; 4,0dS-m™). La dismi-
nucién del contenido de Ca?*,
Mg?*, K* y Mn?** confirma la
presencia de estrés salino,
registrandose en los frutos
de plantas sometidas a este
tratamiento dafios por ne-
crosis celular en el fruto. Un
estudio realizado por Aktas
et al. (2005) con frutos de
chile ancho cv. Mazurca de-
terminé que la disminucién
de Mn?*, y no la de Ca?,
era la causa principal de la
formacion de zonas necré-
ticas conocidas como “po-
dredumbre apical” (blossom
end rot o BER) en los frutos
de chile. Los resultados del
presente estudio confirman
ese hallazgo, ya que el con-
tenido de Mn?* en frutos dis-
minuy6 en los tratamientos
salinos de 2,8 y 4,0dS-m™,
conforme se incrementd el
contenido de Na* y CI' (Ta-
bla II). Al considerar que el
presente estudio se realizé
dentro de un rango de sali-
nidad moderada, acorde con
las clasificaciones de Maas y
Hoffman (1977) y Rhoades
et al. (1992), el contenido
méaximo de sales tolerables
fue menor a 4,0dS-m’!. De
esta manera, los resultados
permiten entender el efecto
de dosis especificas mini-
mas y maximas de sales en
los frutos de chile, especie
considerada como moderada-
mente sensible a la salinidad
(Larrinaga-Mayoral, 2001).
Por otro lado, el nivel de
la actividad SOD se incre-
mentd significativamente
en los tratamientos salinos
(Figura 1). La activacién
del sistema de defensa an-
tioxidante enzimético surgid
como respuesta especifica
a la formacién de especies
reactivas de O, (EROs), que
se crean por el cambio en
el metabolismo basal de la
célula y como respuesta al
estrés i6nico inducido por
las altas concentraciones de
Na* y Cl' y la disminucién
de Ca?, Mg?**, Mn** y K*,
caracterizados por su anta-
gonismo. En este sentido, el

tratamiento III presenté un
incremento importante en la
actividad SOD (311,1 uni-
dades SOD por mg de pro-

teina), para dismutar o con-
vertir radicales superéxido
(*0O%*) a H,0,. Este aumento
se debe a un incremento en

la actividad total
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y/o nivel de enzi-
mas SOD, es de-
cir, la activacidén
de mayor nimero
de isoenzimas SOD
como respuesta a
un nivel moderado
de estrés oxidati-
vo generado por el
tratamiento directo
con NaCl. Kawano
et al. (2002) atri-
buyeron la produc-
cién de EROs a un
choque catidénico
entre Na*, Ca?t,
Mn?*y K*, el cual
causa un aumento
de EROs media-
do por la enzima
0 NAD(P)H oxidasa,
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Figura 1. Actividad superdxido dismutasa (SOD)
y actividad catalasa (CAT) en frutos de chile

ancho cv. Caballero.

Tratamientos. I: Control 1,3dS-m™; II: NaCl
2,8dS-m; III: NaCl 4,0dS-m™'; IV: agua de mar
2,8dS'm™; y V: agua de mar 4,0dS-m™. Las ba-
rras en columnas representan la media + error
estindar. Letras diferentes indican diferencias
significativas entre tratamientos (p<0,05).

llevado a cabo in
situ en el apoplasto
del fruto. Los re-
sultados del presen-
te estudio aportan
evidencia relevan-
te acerca de este
choque catidnico
en frutos de chile
ancho. De acuerdo
con los estudios de
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Aktas et al. (2005)
se desconocia si tal
choque catidnico
se llevaba a cabo.
La respuesta de la
actividad SOD y la
etapa de madura-
cién de los frutos
se relacionaron con
el nivel de estrés
salino inducido, ya
que a mayores ni-
veles de actividad
SOD, la etapa de
maduraciéon de los
frutos se modifi-
c6 negativamente,
acelerando la ma-
duracion.

240
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Figura 2. Actividad lipoperoxidasa y concentra-
cién de éacido ascoérbico en frutos de chile ancho

cv. Caballero.

Tratamientos. I: Control 1,3dS-m™; II: NaCl
2,8dS-m™; III: NaCl 4,0dS-m™'; IV: agua de mar
2,8dS-m™; y V: agua de mar 4,0dS-m™. Las ba-
rras en columnas representan la media + error
estandar. Letras diferentes indican diferencias
significativas entre tratamientos (p<0,05).
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Los resultados
del presente estudio
mostraron diferen-
cias significativas
entre tratamientos
en la actividad ca-
talasa (CAT), pre-
sentandose un in-
cremento de dicha
actividad en los

frutos de los tratamientos
II, IIT y V (Figura 1). Este
aumento se relacioné direc-
tamente con el aumento de
la actividad SOD, que al ca-
talizar el radical *O* a H,0,
hace necesaria la participa-
cién de enzimas CAT para
convertir el H,0, formado
en agua y O,, inhibiendo
asi la formacién de radica-
les "OH y sus subsecuentes
dafios a la célula. La baja
actividad catalasa obtenida
en el tratamiento IV, pudo
deberse a que en las plantas
el peréxido de hidrégeno es
usualmente removido por dos
tipos de enzimas: catalasas
y peroxidasas. Sin embargo,
la participacién de ambas
es dependiente de la con-
centracién del perdxido de
hidrégeno dismutado por la
SOD. Cuando los niveles de
catalasa son bajos, la enzima
ascorbato peroxidasa al igual
que la catalasa puede reducir
el peréxido de hidrégeno
para formar agua. Esta enzi-
ma se encuentra en todas las
partes de las plantas, inclu-
yendo el espacio apopldstico,
en donde bajo condiciones
de estrés salino se produ-
ce un aumento de especies
reactivas de oxigeno. Los
niveles intermedios de acti-
vidad SOD y CAT, sugieren
que a estas concentraciones
salinas se logré6 mantener un
equilibrio 6xido-reductivo
entre la generacion de EROs
y la respuesta inmediata de
los sistemas de defensa an-
tioxidante. La peroxidacion
de lipidos mostré diferencias
significativas entre tratamien-
tos (Fig. 2). El nivel mads
alto de lipoperoxidacidén se
observé en el tratamiento 111,
que presentd el mayor efecto
téxico por estrés idnico, ace-
lerando la maduracién de los
frutos y causando dafios a
sus tejidos (necrosis celular),
caracteristicos de la deficien-
cia de Ca®* en los frutos. No
obstante que se cuantificé la
mayor actividad enzimética
SOD y CAT en el tratamien-
to III, dicha respuesta celular
no fue suficiente para dismi-
nuir o evitar la peroxidacién
de lipidos. Este resultado
se relaciona directamente
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con el contenido de Na*y
Cl en los frutos irrigados
con NaCl a una C.E. de 4.0
dS'm’!, determindndose esta
concentraciéon de sales como
el umbral de salinidad para
el chile ancho cv. Caballero.
El indice de peroxidacién de
lipidos se ha utilizado como
un marcador del grado de
estrés oxidativo a nivel de
la membrana celular. Los
radicales libres si no son
inactivados, inducen peroxi-
dacién de lipidos (Dhindsa
et al., 1982) lo cual con-
duce al rompimiento de la
membrana celular asociada
con la maduracion de los
frutos. Por otro lado, no se
presentaron diferencias sig-
nificativas en el contenido de
acido ascérbico en los frutos
en la etapa de maduracién
analizada. Sin embargo, los
resultados muestran que en
los frutos del tratamiento
II se incrementd la biosin-
tesis de este 4cido (Fig. 2).
Posiblemente este incremen-
to haya sido inducido como
respuesta a la formacidn
de radicales *O?, actuando
como mecanismo de defensa
antioxidante (Kader y Lee,
2000). Los resultados del
presente estudio muestran
que la maduracién de los
frutos se relacioné directa-
mente con el nivel de estrés
oxidativo generado a su vez
por estrés iénico y osmético
en el fruto del chile. La ma-
duracién de los frutos de los
tratamientos a 2,8dS-m™! no
se modificé cualitativamente
por las concentraciones de
sales (Tabla I). En cambio,
los frutos cosechados de los
tratamientos a 4,0dS-m™ de
ambas fuentes salinas, mos-
traron cambios evidentes en
la etapa de maduracidn, con
una mayor pigmentacién de
coloracién roja, debida a ca-
rotenoides, capsantina y crip-
toxantina. De acuerdo con el
estudio de Collera-Ziiiiga et
al. (2005), este incremento
surge como respuesta a la
generacion de EROs por el
estrés osmotico y su efecto
directo en la induccién de la
biosintesis de cromoplastos
carotenoides y en la trans-
formacién de cloroplastos
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a cromoplastos (Bouvier et
al., 1998). Los carotenoides
tienen un papel importante
en la coloracién de los frutos
y actian como antioxidantes,
reaccionando con las EROs
como el radical *O*, por lo
que es posible inferir que el
incremento rdpido de pig-
mentos de coloracién roja en
los frutos es una respuesta
celular para reducir los nive-
les altos de estrés oxidativo
generados en los tratamien-
tos IIT y V. Esto se relaciona
directamente con las altas
actividades SOD y CAT y
el nivel de lipoperoxidacion,
causados por el incremento
significativo de Na* y Cl. En
general, los resultados mos-
traron que la respuesta del
sistema antioxidante enzima-
tico a través de las enzimas
superéxido dismutasa y ca-
talasa tuvieron una respuesta
especifica, como mencionan
Kotchoni y Gachomo (2006),
de acuerdo con el grado de
estrés oxidativo generado por
la salinidad, y en base a su
incremento y/o disminucién
es posible determinar etapas
de maduracién de frutos de
chile en condiciones basales
y bajo estrés salino. Estos
resultados indican que los
riegos con aguas salobres
con CE de 2,8dS-m™ permi-
tirdn obtener frutos de chile
ancho de calidad aceptable
y con un contenido de an-
tioxidantes significativamen-
te alto. Los resultados del
presente estudio permiten
proponer el uso de las en-
zimas superdxido dismutasa
y catalasa como biomarca-
dores del estrés salino y de
la maduracién de los frutos
de chile ancho, ya que en
base a su nivel de activi-
dad permiten diferenciar el
grado de lipoperoxidacién
y los estados de madurez
del fruto bajo condiciones
de estrés salino moderadas.
Por otro lado, la principal
diferencia encontrada entre
los tratamientos con NaCl
(II'y III) y agua de mar (IV
y V) correspondié al conte-
nido de Na*, lo que indica
que las CE ajustadas a 2,8 y
4,0dS-m™ de los tratamientos
IV y V, respectivamente, que

fueron preparados a partir de
la mezcla de agua dulce de
pozo y de agua de mar (di-
luciones), no se obtuvieron
dnicamente por el contenido
de iones Na*, sino también
por la conductividad eléctri-
ca de otras sales.
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