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Resumen

Introduccion. En el mundo hay interés en la determinacién del contenido de sustancias antioxidantes de
origen vegetal y la relacién de las fases fenoldgicas de la planta con la produccién de metabolitos secundarios.
Objetivo. Determinar el efecto de las fases fenoldgicas en el contenido de sustancias antioxidantes de guayabo
(Psidium guajava L.). Materiales y métodos. Se evalu6 una muestra poblacional del 10 % de plantas de guayabo
del banco de germoplasma del CESID-Fruticola y Apicola-CORPOZULIA, ubicado en el municipio Mara, estado
Zulia, Venezuela. Se determiné el contenido de fenoles totales (FeT), flavonoides totales (FIT) y la capacidad
antioxidante (CA) en muestras de hojas secas en las diferentes fases fenoldgicas de la planta, registradas de
octubre de 2012 a septiembre de 2013. La extraccién de los FeT se realizé mediante ultrasonido con 0,5 g de
muestra seca y una mezcla metanol: agua (80:20 % v/v). Para la cuantificacion por espectrofotometria de absorcion
UV-VIS, se utilizé como estdndar dcido gdlico para FeT y catequina para FIT. La CA se determind por el cation-
radical ABTS™. Se utilizaron estadisticas no paramétricas mediante el programa estadistico SPSS. Resultados.
En las plantas de guayabo ocurrieron las tres fases fenoldgicas (floracién, fructificacidn, brotacién vegetativa),
prevaleci6 la reproductiva con un 38,99 % de flores y frutos; con mayor presencia media de brotes vegetativos
durante la época de precipitacion y la alternancia entre la produccién de flores y frutos. Se observo variabilidad
intrapoblacional en el contenido de sustancias antioxidantes, el contenido de FeT, en comparacion con la CA'y los
FIT, fue mayor en fructificacion y en ausencia de precipitaciéon. Conclusion. Las fases fenoldgicas tuvieron efecto
en el contenido de sustancias antioxidantes de guayabo. La fase de fructificacion presenté el mayor contenido de
fenoles totales. Los contenidos de fenoles y flavonoides totales presentaron relacion con la capacidad antioxidante.
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Abstract

Introduction. There is worldwide interest in determining the content of plant-based antioxidant substances, and
the relationship of the phenological phases of the plant with the production of secondary metabolites. Objective. To
determine the effect of phenological phases on the content of antioxidant substances of guava (Psidium guajava L.).
Materials and methods. A population sample of 10 % of guava plants from the germplasm bank of CESID-Fruticola
y Apicola-CORPOZULIA, located in the municipality of Mara, Zulia state, Venezuela, was evaluated. The content of
total phenols (FeT), total flavonoids (FIT), and antioxidant capacity (CA) were determined in dry leaves samples at
different phenological phases of the plant, recorded from October 2012 to September 2013. Extraction of the FeT was
performed by ultrasound with 0.5 g of dry sample and a methanol: water mixture (80:20 % v/v). For quantification by
UV-VIS absorption spectrophotometry, gallic acid for FeT and catechin for FIT were used as standard. The AC was
determined by the cation-radical ABTS™*. Non-parametric statistics were used using SPSS statistical software. Results.
The three phenological phases (flowering, fruiting, vegetative sprouting) occurred in guava plants, the reproductive
phase prevailed with 38.99 % of flowers and fruits; with higher average presence of vegetative shoots that occurred
during the rainy season and the alternation between flowers and fruits production. Intra-population variability was
observed in the content of antioxidant substances, FeT content, compared to CA and FIT, was higher in fruiting and
in the absence of precipitation. Conclusion. The phenological phases had an effect on the content of antioxidant
substances of guava. The fruiting phase had the highest content of total phenols. The contents of total phenols and
flavonoids were related to antioxidant capacity.

Keywords: antioxidants, flavonoids, flowering, fruiting, sprouting.

Introduccion

El guayabo (Psidium guajava L.) pertenece a la familia Myrtaceae, clasificado como uno de los cultivos mas
conocidos y estimados en la mayor parte del mundo. Es una especie arbérea nativa de América tropical continental,
se encuentra en forma silvestre y cultivada en todas las regiones tropicales y subtropicales de Centro y Suramérica,
asi como en otras regiones del mundo (Rahman et al., 2018).

En Venezuela, el guayabo es uno de los rubros fruticolas de gran importancia. Se ubica entre las diez mas
populares del pais por su aceptacion como fruta fresca y procesada. Las caracteristicas sensoriales y nutricionales
han sido un incentivo en la demanda para consumo fresco y la agroindustria para incrementar la superficie sembrada
y el rendimiento (Dfaz & Rodriguez, 2016). Investigaciones etnobotdnicas han sefialado que los miembros del
género Psidium son utilizados para curar diversas enfermedades humanas (Yazbek et al., 2019) y el guayabo se
ha destacado en investigaciones en varias dreas (Weli et al., 2019). Por ejemplo, la infusién de hojas y flores de
guayabo se utiliza en la medicina tradicional para tratar la diarrea, mientras que la decoccién de sus raices para
tratar la tos, la disenteria, los dolores de estémago y muelas, la indigestion y el estrefiimiento (Gongalves Ferreira
Macédo et al., 2021; Moraes et al., 2019).

En el mundo, hay un creciente interés en la determinacién de sustancias antioxidantes de origen vegetal,
entre estas los fenoles son compuestos de estructura aromdtica con uno o varios grupos hidroxilo, libres o
sustituidos, caracteristicos en todos los tejidos vegetales. EI compuesto bdsico es el fenol, pero la mayor parte
de estos compuestos son polifenoles, en la actualidad se conocen mds de 8000 sustancias en los vegetales que
pueden ser clasificados de acuerdo con su estructura. Entre los mds importantes estdn los flavonoides, como las
antocianinas, catequinas y epicatequinas. El subgrupo de los fenilpropanoides que incluye los derivados del 4cido
hidroxicindmico, como cafeico, fertlico, sindpico y p-cumadrico; estilbenoides, como el resveratrol y derivados del
acido benzoico, como el gélico y algunos 4cidos eldgicos, entre otros (Elnour et al., 2018).
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Se ha sefialado que la fase fenoldgica de la planta afecta el metabolismo secundario y la produccién de las
sustancias antioxidantes (Isah, 2019). Las plantas responden a variaciones ambientales, como las causadas por la
época del afio, la fertilizacién y a los dafios ocasionados por plagas y patégenos, como mecanismo de proteccion
del tejido dafiado, lo que influye en la produccién de metabolitos secundarios que regulan la actividad metabdlica
(Mamani de Marchese & Filippone, 2018). El conocimiento de la fluctuacién metabdlica durante el desarrollo
fisiolégico permite el disefio de programas de cosecha éptima, que implican una interrupcién minima del ciclo
normal de la planta en un hdbitat natural (Fattahi et al., 2016).

En Venezuela, se report6 parte del contenido de sustancias antioxidantes en hojas y frutos de guayabo (Pérez-
Pérez et al., 2014; Pérez-Pérez et al., 2019; Rivero-Maldonado et al., 2013). Sin embargo, no se conoce el efecto de
las fases fenoldgicas sobre la cantidad. Lo antes planteado permite sustentar el enfoque sobre el comportamiento de
las plantas de guayabo del presente estudio, en relacion con el contenido de metabolitos secundarios o sustancias
antioxidantes, como fenoles, flavonoides y la capacidad antioxidante, en las diferentes fases fenoldgicas de la
planta. Por lo que, el objetivo de la presente investigacion fue determinar el efecto de las fases fenoldgicas en el
contenido de sustancias antioxidantes de guayabo (Psidium guajava L.).

Materiales y métodos
Sitio de estudio

La investigacion se desarroll6 durante los meses de octubre 2012 a septiembre 2013, en el Centro Socialista
de Investigacion y Desarrollo Fruticola y Apicola de la Corporacién de Desarrollo de la Region Zuliana (CESID-
Fruticola y Apicola-CORPOZULIA), ubicado en la altiplanicie de Maracaibo en el municipio Mara, estado Zulia,
Venezuela (10°49°46,6'LN; 71°46729,2"L.O). Se caracteriza por ser un bosque muy seco tropical (Ewel et al.,
1976), con suelos Typic Haplargids y precipitacion de 600 a 800 mm; evaporacion de 2000 a 2200 mm, temperatura
de 28 °C y humedad relativa de 75 % (Organizacion de los Estados Americanos, 1975).

Poblacion y muestra de estudio

La muestra poblacional estuvo conformada por 204 arboles de catorce afos de edad, pertenecientes a la
coleccion promisoria de guayabos criolla roja (Psidium guajava L.), del banco de germoplasma del CESID-
Fruticola y Apicola CORPOZULIA. Las principales caracteristicas de la fruta de este genotipo son masa promedio
de 190,23 g, forma redondeada, de pulpa roja, grados brix entre 5,33 y 8,33 y drboles de alta precocidad con inicio
de produccion ocho meses después del trasplante. Se tomé una muestra de veinte individuos, seleccionados por
su uniformidad en la forma de la copa e identificados con el mismo c6digo del banco de germoplasma: G13, G15,
HI13,H15,12,113,114,7J13,J15,K2,K5,K6,K12,K13,K15,L2,L.3,L4,L6 y L12. Las plantas estaban sembradas
a una distancia de 7x7 m, con riego interdiario por microaspersion a 90 L/h y con aplicacién de fertilizante NPK,
férmula 10-20-20, cada trimestre a una dosis de 300 g/planta.

Toma de muestras de tejido vegetal

Las muestras de hojas se recolectaron cada mes, entre octubre de 2012 a septiembre de 2013. Se tomaron seis
pares de hojas maduras de la parte media de la copa (Pérez-Pérez et al., 2014), se lavaron con agua de la cafieria,
se secaron en estufa (Memmert®) a 60 °C por 72 h y se molieron (Moulinex®) (Pérez-Pérez et al., 2014).
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Extraccion de fenoles y flavonoides

La obtencién de los extractos fendlicos se basé en el método de extraccion ultrasénica modificado de Kim et
al. (2003). Donde, se tomé una porcién de 0,5 g del material vegetal seco y pulverizado, se colocé en un matraz
de 25 mL y se adicion6 10 mL de la solucién extractora de metanol: agua a 80:20 % v/v, luego; se realiz6 la
extraccion ultrasénica a 35 kHz (Elma LC 130 H®, Germany) por 20 min y se procedi6 a filtrar por gravedad,
mediante el uso de lana de vidrio, se lavé el material filtrante con 5 mL de metanol. La extraccién se repitié una
sola vez, los extractos se recolectaron en balén volumétrico de 50 mL y se aforé con solucién extractora. El extracto
fendlico obtenido se filtr6 a través de papel de filtro Whatman No. 1 y se conservo en frasco dmbar a 4 °C para la
determinacién de fenoles (FeT), flavonoides totales (FIT) y capacidad antioxidante.

Determinacion de fenoles totales (FeT)

La determinacion de fenoles totales (FeT) se realizé segin modificaciones a lo propuesto por Kim et al. (2003)
y Singleton & Rossi (1965). Para ello, una alicuota de 1 mL del extracto metandlico fue transferido a un balén
volumétrico de 25 mL que contenfa 9 mL de H,O destilada. Luego, se adiciond 1 mL del reactivo Folin y Ciocalteu
(1927) y se agit6. Luego de 5 min, se agregaron 10 mL de Na,CO, al 7 % m/v y se aforé con H,O destilada bajo
agitacion constante. Se procedié a incubar por 90 min en ausencia de luz y se midié la absorbancia mediante
espectrofotometria (Spectronic 20 Genesys®, USA) a una longitud de onda de 750 nm. La absorbancia final de
cada muestra se comparé con una curva estindar de dcido gélico preparado en H,Od.

La curva de calibracion se elaboré con el mismo procedimiento descrito para la muestra, pero sustituyéndola
por 1 mL de cada estdndar de 4cido gdlico (0, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 150, 200, 250, 500 mg/L). El contenido
de fenoles totales se expres6 en mg equivalentes de 4dcido gdlico (GAE) por 100 g de muestra seca. La precision
analitica se evalué mediante las desviaciones estandares relativas (DER) obtenidas para un total de tres repeticiones
por muestra.

Determinacion de flavonoides totales (FIT)

Los flavonoides totales (FIT) se determinaron de acuerdo con el método colorimétrico modificado de Zhishen
et al. (1999). Para ello, se tomd una alicuota de 1 mL del extracto metandlico y se transfirié a un balén volumétrico
de 10 mL con 4 mL de H,Od. A tiempo cero, se agregaron 0,3 mL de una solucién de NaNO, al 5 % m/v. Después de
5 min, se afiadieron 0,3 mL de AlCl3 al 10 % m/v, transcurridos 6 min, se agregaron 2 mL de NaOH 1 M y se diluyé
hasta el volumen final a 10 mL con H,Od. De inmediato, se midi6 la absorbancia (Spectronic 20 Genesys®, USA)
a una longitud de onda de 510 nm. La absorbancia de la muestra se compar6 con una curva estdndar de catequina
preparada en H,Od. La curva se construy6 con el mismo procedimiento descrito para la muestra pero sustituyéndola
por 1 mL de cada patrén de catequina (0, 20, 40, 60, 80, 100, 120 mg/L). El contenido de flavonoides totales se
expres6 en mg equivalentes de catequina (CAE) por 100 g de muestra seca. La precision analitica se evalud a través
de las desviaciones estandares relativas (DER) para un total de tres repeticiones por muestra.

Determinacion de la capacidad antioxidante (CA)

La capacidad antioxidante se determiné en la poblacién de veinte individuos de guayabo, fue realizada
mediante el método de ABTS™, el cual es aplicado para determinar la capacidad antioxidante en tejidos vegetales.
Este estd basado en la habilidad para medir la capacidad de las moléculas antioxidantes para eliminar los radicales
libres ABTS™.
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La capacidad antioxidante se determiné mediante el método del catidén-radical ABTS™ [4cido 2,2"azino-bis-
(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico)] reportado por Miller et al. (1993). EI cation ABTS™ se generd por la reaccion
de una solucién de ABTS™* 7 mM con una solucién de persulfato de potasio 2,45 mM, ambas en una proporcion
1:1. Esta mezcla se almacend en un recipiente de color ambar cubierto con papel de aluminio y en oscuridad a
temperatura ambiente (= 25 °C), por un tiempo minimo de 16 h antes de su uso, para obtener una solucién de color
verde-azulada. Posterior a la formacion del radical ABTS™, este se diluyd con etanol hasta obtener una absorbancia
de 0,6-0,70 £ 0,02 a 750 nm (longitud de onda de médxima absorcién), esto se logré al mezclar 80 xL de la solucién
del ABTS™ con 1000-1200 uL de etanol, luego, se le determind la absorbancia (Spectronic 20 Genesys®, USA)
(Abs radical) t, . .Para el andlisis de las muestras se afiadieron a la dilucion del ABTS™ 6ptimo, 20 L del extracto
y después se dejo reaccionar por 5 min en oscuridad, para proceder a la lectura espectrofotométrica (Spectronic 20
Genesys®, USA) a 750 nm (Abs radical + antioxidante) t, . (Kim et al., 2003).

La capacidad antioxidante de la muestra se determiné segtin la ecuacién 1.

CA= (Abs radical) t, . — (Abs radical + antioxidante) t, . . Ec. 1

Donde: CA, capacidad antioxidante; Abs, absorbancia y t, tiempo transcurrido (minutos).

La capacidad antioxidante se calcul6 a través de la curva estdndar de 4cido gélico. La curva se construyé con
el mismo procedimiento aplicado a la muestra, pero esta se sustituyd por 20 uL de cada patrén de acido galico
(0,5; 1; 3; 5; 105 15; 20; 30 y 40 mg/L), como blanco se utilizé etanol puro. La capacidad antioxidante se expreséd
en mg equivalentes de dcido galico (GAE) por 100 g de muestra seca. La precision analitica se evalué a través de
las desviaciones estdndares relativas (DER) para un total de tres repeticiones por muestra.

Fenologia de la planta

La copa de la planta se dividié de forma imaginaria en cuatro cuadrantes (norte, este, oeste y sur) y se
observaron durante doce meses a una frecuencia mensual, en funcién a la masa total de la copa (100 %). Se observé
la brotacién vegetativa, definida como la presencia de brotes y hojas, la floracion, definida por la presencia de flores
y botones florales, y la fructificacion, definida por la presencia de frutos en cualquier estado de desarrollo. Después,
se cuantificé el valor porcentual de estos eventos sin considerar la masa foliar (Marin et al., 2004).

Analisis estadistico

Se utilizo estadistica descriptiva para las variables sustancias antioxidantes y fenologia de la planta. Los datos
de contenidos de fenoles y flavonoides totales y de capacidad antioxidante en las diferentes fases fenoldgicas de la
planta, se analizaron mediante la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk. Con la prueba de Friedman se observaron
diferencias (p<0,01) entre las medianas de los rangos de las variables evaluadas y el test de Wilcoxon. Estas pruebas
se llevaron a cabo en el software SPSS, Version 23.

Resultados
Cantidad de flores, frutos y brotes vegetativos en las diferentes fases fenologicas del guayabo
El porcentaje de flores determinado en el periodo de un afio fue menor a los porcentajes de frutos y brotes

vegetativos; esto indicé que las plantas estaban en la fase reproductiva (38,99 % mensual/planta), con flores y
frutos. Ademads, la cantidad de frutos y brotes vegetativos tuvieron valores similares (Figura 1). Durante el periodo
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Figura 1. Cantidad de flores, frutos y brotes vegetativos (% mensual/planta) en las diferentes fases fenolégicas de guayabos (Psidium
guajava L.), del banco de germoplasma del Centro Socialista de Investigacion y Desarrollo Fruticola y Apicola de la Corporacién de
Desarrollo de la Regién Zuliana, estado Zulia, Venezuela. 2013.

Figure 1. Quantity of flowers, fruits and vegetative shoots (% monthly/plant) in the different phenological phases of guavas (Psidium
guajava L.) belonging to the germplasm bank of the Centro Socialista de Investigacion y Desarrollo Fruticola y Apicola de la
Corporacién de Desarrollo de la Region Zuliana, Zulia state, Venezuela. 2013.

de la evaluacion, se observaron las fases fenoldgicas: fructificacion, brotacion vegetativa y floracion, de las cuales
la primera fue la de mayor ocurrencia, seguida por la de brotacion vegetativa.

En la fase de floracién el porcentaje de flores mensual/planta fue de 25,11 %, el cual se correspondi6 con el
mayor porcentaje de flores, propio de esta fase fenoldgica; seguido por 14,91 % mensual por plantaen la fase de
fructificacién y 14,82 % mensual por planta en la fase de brotacién vegetativa. Se observé que hubo pocos frutos
durante la floracidn, los cuales aumentaron en la fructificacién y disminuyeron en la brotacién vegetativa, donde
el valor se igual6 al registrado en la floracién. Con respecto a los brotes vegetativos, disminuyeron de floracion
a fructificacién y aumentaron de fructificacion a brotacidén vegetativa; en esta ultima fase, los brotes vegetativos
prevalecieron y estuvieron seguidos por los frutos y las flores (Figura 1).

En relacién con el efecto del ambiente sobre los eventos fenolégicos de produccion de flores, frutos y brotes
vegetativos, la mayor media fue para los brotes vegetativos, evento que se caracterizé por una tendencia hacia el
incremento entre los meses de octubre a noviembre, cuando comenz6 a descender para luego alcanzar la mayor
media durante el afio en el mes de mayo, momento en el cual se mantuvo con una media superior a la registrada en
el primer pico de brotacion vegetativa (octubre a diciembre). Este comportamiento coincidié con la ocurrencia de
precipitacion de octubre a febrero, viéndose afectada esta fase en el mes de marzo, ante la ausencia de precipitacion,
no asi para los demds eventos climaticos registrados (Figura 2).

Contenidos de fenoles y flavonoides totales y capacidad antioxidante

En cuanto a los contenidos de fenoles y flavonoides totales y la capacidad antioxidante, una vez realizado
el andlisis exploratorio de los datos, se observé mediante la prueba de Shapiro-Wilk, que las variables fenoles,
flavonoides y capacidad antioxidante no siguieron una distribucién normal (p<0,05). Las plantas presentaron los
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Figura 2. Cantidad de flores, frutos y brotes vegetativos (% mensual/planta) durante un afio de evaluacién de guayabos (Psidium
guajava L.), del banco de germoplasma del Centro Socialista de Investigacion y Desarrollo Fruticola y Apicola de la Corporacion de
Desarrollo de la Regién Zuliana y las condiciones climdticas de precipitacién, temperatura, humedad relativa, evaporacion e insolacion
obtenida de la Base Aérea Rafael Urdaneta, Ministerio del Poder Popular para la Defensa de la Republica Bolivariana de Venezuela,
estado Zulia, Venezuela. 2013.

FLOR: flores, FRUTO: frutos, BROT. VEGT.: brotes vegetativos; PREC: precipitacion, TEMP: temperatura, HUM: humedad relativa,
EVAP: evaporacion, INS: insolacién.

Figure 2. Quantity of flowers, fruits and vegetative shoots (% monthly/plant) during a year of evaluation of guavas (Psidium guajava
L.) belonging to the germplasm bank of the Centro Socialista de Investigacion y Desarrollo Fruticola y Apicola de la Corporacién de
Desarrollo de la Regién Zuliana and the climatic conditions of precipitation, temperature, relative humidity, evaporation and insolation
obtained from the Rafael Urdaneta Air Base, Ministerio del Poder Popular para la Defensa de la Republica Bolivariana de Venezuela,
Zulia state, Venezuela. 2013.

FLOR: flowers, FRUTO: fruits, BROT. VEGT.: vegetative shoots; PREC: precipitation, TEMP: temperature, HUM: relative humidity,
EVAP: evaporation, INS: insolation.

compuestos analizados, los fenoles se cuantificaron en mayor magnitud con una media de 7990,79 mg GAE/100 g,
comparado con los valores de capacidad antioxidante y flavonoides en la muestra analizada.

El contenido de fenoles vari6 durante la evaluacién. En el periodo de octubre a marzo hubo un incremento
sostenido hasta alcanzar el mdximo valor, para luego disminuir hasta el mes de junio, cuando se asemejé al
observado en enero; el segundo incremento, pero menos acentuado, ocurrié de junio a agosto y se estabilizé de
agosto a septiembre. El aumento sostenido en el contenido de fenoles coincidié con la baja precipitacién ocurrida
en el mes de febrero, asi como con la ausencia de la misma en el mes de marzo, el cual descendié entre los meses
de marzo a junio, con la ocurrencia de precipitaciones (Figura 3).

En el contenido de flavonoides, se observé menor variacién durante la evaluacion; sin embargo, se visualizaron
ligeros picos en los meses de noviembre a enero, momento a partir del cual se present6 una leve disminucién en el
contenido para luego estabilizarse durante los meses de julio a septiembre. Comportamiento muy similar al observado
con la capacidad antioxidante, a excepcion del mes de enero cuando se registré un ligero incremento para luego casi
igualarse al contenido de flavonoides totales registrado en el mes de febrero. La posible relacién del contenido de
flavonoides totales o de capacidad antioxidante determinada en hojas de guayabo con las condiciones ambientales,
no fue tan evidente como la observada entre el contenido de fenoles totales y la precipitacion de la zona (Figura 3).
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Figura 3. Contenidos de fenoles y flavonoides totales y capacidad antioxidante en hojas de plantas de guayabo (Psidium guajava
L.). Laboratorio de Cromatografia, Instituto de Investigaciones Agronémicas, Facultad de Agronomia, Universidad del Zulia, plantas
pertenecientes al banco de germoplasma del Centro Socialista de Investigacion y Desarrollo Fruticola y Apicola de la Corporacién
de Desarrollo de la Regién Zuliana y las condiciones climdticas de precipitacion, temperatura y humedad relativa obtenida de la
Base Aérea Rafael Urdaneta, Ministerio del Poder Popular para la Defensa de la Republica Bolivariana de Venezuela, estado Zulia,
Venezuela. 2013.

FEN: contenido de fenoles totales, FLAV: contenido de flavonoides totales, CAP. ANT: capacidad antioxidante, PREC: precipitacion,
TEMP: temperatura, HUM: humedad relativa.

Figure 3. Total phenol and flavonoid contents and antioxidant capacity in guava (Psidium guajava L.) leaves. Chromatography
Laboratory, Agronomic Research Institute, Agronomy School, Universidad de Zulia, plants belonging to the germplasm bank of the
Centro Socialista de Investigacién y Desarrollo Fruticola y Apicola de la Corporacién de Desarrollo de la Regién Zuliana and the
climatic conditions of precipitation, Temperature and relative humidity obtained from the Rafael Urdaneta Air Base, Ministerio del
Poder Popular para la Defensa de la Republica Bolivariana de Venezuela, Zulia state, Venezuela. 2013.

FEN: total phenol content, FLAV: total flavonoid content, CAP. ANT: antioxidant capacity, PREC: precipitation, TEMP: temperature,
HUM: relative humidity.

Contenidos de fenoles y flavonoides totales y capacidad antioxidante en las fases fenolégicas

En la fase de floracion, los fenoles resultaron superiores a la capacidad antioxidante y a los flavonoides,
estas variables tuvieron una tendencia similar en las fases de fructificacién y brotacidn vegetativa. Los fenoles en
floracion, presentaron un valor medio de 6898,64 mg GAE/100 g que se incrementd en la fructificacion a 8672,06
mg GAE/100 g y disminuyé en la brotacién vegetativa a 7633,11 mg GAE/100 g.

El contenido de flavonoides en la fase de floracion estuvo seguido de la fase de brotacion vegetativa y la fase
de fructificacion, se presentd la misma tendencia en los valores al compararlos con los contenidos de fenoles, ya
que en la floracién se obtuvo un valor medio de 2171,20 mg CAE/100 g, en la fructificacion descendié a 1578,96
mg CAE/100 g y en brotacion vegetativa descendi6 a 1552,68 mg CAE/100 g (Figura 4).

Los valores de capacidad antioxidante determinados por el método de ABTS™ estuvieron comprendidos en un
rango de 3233,56 a 1679,89 mg GAE/100 g (Figura 4), hubo una reduccion de 42,01 % de la fase de floracion a la
fase de fructificacion, mientras que de la fase de fructificacion a la fase de brotacién vegetativa la disminucion en

la capacidad antioxidante fue menor (10,41 %).
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Figura 4. Contenidos de fenoles y flavonoides totales y capacidad antioxidante determinados en hojas en las diferentes fases fenoldgicas
de guayabos (Psidium guajava L.). Laboratorio de Cromatografia, Instituto de Investigaciones Agronémicas, Facultad de Agronomia,

Universidad del Zulia, plantas pertenecientes al banco de germoplasma del Centro Socialista de Investigacion y Desarrollo Fruticola y
Apicola de la Corporacién de Desarrollo de la Region Zuliana, estado Zulia, Venezuela. 2013.

Figure 4. Content of total phenol and flavonoid contents and antioxidant capacity determined in leaves in the different phenological
phases of guavas (Psidium guajava L.). Chromatography Laboratory, Agronomic Research Institute, Agronomy School, Universidad
del Zulia, plants belonging to the germplasm bank of the Centro Socialista de Investigacion y Desarrollo Fruticola y Apicola de la
Corporacion de Desarrollo de la Region Zuliana, Zulia state, Venezuela. 2013.

Relacion entre los contenidos de fenoles y flavonoides totales, la capacidad antioxidante y las fases fenolégicas

El coeficiente de correlacion de Spearman fue lineal positivo y significativo, pero bajo (r=0,17; p=0,08) entre
las cantidades de fenoles y de flavonoides. Altos y bajos valores de fenoles se correspondieron con altos y bajos
valores de flavonoides, de manera proporcional, sin ser una relacién de causa efecto, mientras que la relacion entre
los flavonoides y la capacidad antioxidante fue altamente significativa (r=0,83; p=0,001) y alta (Cuadro 1).

Otra importante correlacién (Cuadro 1) se presentd entre la floracion y la capacidad antioxidante (r=0,27;
p=0,001), con una correlacién positiva, altamente significativa y baja, el aumento o disminucién de los valores de
capacidad antioxidante se correspondieron con el aumento o disminucién de los valores del porcentaje de flores
mensual/planta.

Hubo una correlacion negativa y altamente significativa entre el porcentaje de fructificacion que fue baja con
los porcentajes de floracién (r=-0,33; p=0,001) y alta con los porcentajes de brotacion vegetativa (r=-0,74; p=0,001)
mensual/planta, asi como entre la capacidad antioxidante y los valores de porcentaje de brotacion vegetativa
mensual/planta que fue baja (r=-0,20; p=0,001) (Cuadro 1). Alto porcentaje de fructificacién se correspondié con
bajo porcentaje de floracién y brotacién vegetativa; alto valor de capacidad antioxidante coincidié con bajo valor de
porcentaje de brotacidén vegetativa mensual/planta. Se utiliz6 el coeficiente de rangos de Spearman, motivado a la
presencia de no normalidad en las variables.

La mayor produccién de flores de guayabo marcd el desarrollo de la fase de floracion de esta especie durante la
evaluacion, momento durante el cual se observé una mayor produccién de flavonoides, fitoquimico que contribuye
a la actividad antioxidante de las plantas, de alli que se encontrara una correlacion positiva, altamente significativa
y baja (r=0,27; p=0,001), entre la floracién y la capacidad antioxidante determinada en la hoja (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Coeficientes de correlacion de Spearman entre las variables contenido de fenoles y flavonoides totales y capacidad
antioxidante en hojas de plantas de guayabo (Psidium guajava L.), porcentaje de flores, frutos y brotes vegetativos (mensual/planta).
Laboratorio de Cromatografia, Instituto de Investigaciones Agrondmicas, Facultad de Agronomia, Universidad del Zulia, plantas
pertenecientes al banco de germoplasma del Centro Socialista de Investigacion y Desarrollo Fruticola y Apicola de la Corporacién de
Desarrollo de la Region Zuliana, estado Zulia, Venezuela. 2013.

Table 1. Spearman’s correlation coefficients between the total phenol and flavonoid contents and antioxidant capacity in guava (Psidium
guajava L.) leaves, percentage of flowers, fruits, and vegetative shoots (monthly/plant). Chromatography Laboratory, Agronomic
Research Institute, Agronomy School, Universidad de Zulia, plants belonging to the germplasm bank of the Centro Socialista de
Investigacion y Desarrollo Fruticola y Apicola de la Corporacion de Desarrollo de 1a Region Zuliana, Zulia state, Venezuela. 2013.

Variables Flavonoides Capacidad Flores Frutos Brotes
antioxidante vegetativos
Fenoles 0,177 0,154 -0,019 0,150 -0,063
Flavonoides 0,329 0,126 0,069 -0,091
Capacidad antioxidante 0,269 0,112 -0,205"
Flores -0,329" 0,001
Frutos -0,745™

**La correlacion es significativa en el nivel 0,01 (2 colas). *La correlacion es significativa en el nivel 0,05 (2 colas). N = 220. /
**Correlation is significant at level 0.01 (2 tails). *Correlation is significant at level 0.05 (2 tails). N = 220.

Contenidos de fenoles y flavonoides totales y capacidad antioxidante por planta

La planta I-13 registré el mayor contenido de fenoles y flavonoides totales, capacidad antioxidante y porcentaje
de fructificacién durante la evaluacion, en comparacion con el resto de las plantas, no asi para floracién y brotacién
vegetativa en cuyas fases solo presentd una media de 16 % y 17,75 %, respectivamente (Cuadro 2). El mayor
porcentaje de floracidn y brotacidn vegetativa se registré en las plantas K-2 y K-13, respectivamente (Cuadro 3). Las
plantas G-13, G-15, J-15 y K-6, presentaron baja variacién en el contenido de flavonoides totales, al igual que en
las plantas I-14, I-2, K-12 y K-5 en el contenido de flavonoides totales y la capacidad antioxidante (Cuadros 2 y 3).

Contenidos de fenoles y flavonoides totales y capacidad antioxidante en las diferentes fases fenologicas de
guayabo

La prueba de Friedman mostr6 diferencias en los contenidos de fenoles y flavonoides totales y la capacidad
antioxidante, lo cual es un indicador de que la fase fenoldgica de la planta afecté en forma altamente significativa
(p<0,001). La prueba de Wilcoxon mostré diferencias significativas solo entre las fases fenoldgicas: floracion
y fructificacion (p<0,001) y fructificacién y brotacién vegetativa (p<0,001). Mientras que para el contenido de
flavonoides totales y la capacidad antioxidante solo se observaron diferencias significativas entre las fases de

floracién y fructificacion (p<0,001).
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Cuadro 2. Media y desviacion estandar del contenido de fenoles y flavonoides totales y capacidad antioxidante determinado en
hojas, cantidad de flores, frutos y brotes vegetativos (% mensual/planta) de plantas de guayabo (Psidium guajava L.). Laboratorio de
Cromatografia, Instituto de Investigaciones Agrondmicas, Facultad de Agronomia, Universidad del Zulia, plantas pertenecientes al
banco de germoplasma del Centro Socialista de Investigacién y Desarrollo Fruticola y Apicola de la Corporacién de Desarrollo de la
Region Zuliana, estado Zulia, Venezuela. 2013.

Table 2. Mean and standard deviation of the total phenols and flavonoids contents and antioxidant capacity determined in leaves,
number of flowers, fruits, and vegetative shoots (% monthly/plant) of guava (Psidium guajava L.) plants. Chromatography Laboratory,
Agronomic Research Institute, Agronomy School, Universidad de Zulia, plants belonging to the germplasm bank of the Centro Socialista
de Investigacion y Desarrollo Fruticola y Apicola de la Corporacién de Desarrollo de la Regién Zuliana, Zulia state, Venezuela. 2013.

Planta Variables (Media/desviacion estandar)
Fenoles totales Flavonoides Capacidad Flores Frutos Brotes
totales antioxidante vegetativos
(mg/100 g) (% mensual/planta)

7939,38 175821 242705 21,75 27,00 17,50

o 2809,34 368,81 1551,86 4,56 5,12 424
7914,79 1636,60 252596 20,00 27,75 18,00

o1s 264691 28547 1129 44 4,59 4,09 2,74
W13 8071.84 165846 247051 19,50 28,00 17,75
2313,05 720,85 157603 6,10 5,20 487

726320 151440 236424 19,00 27,00 19,25

H 2360,61 500,66 146322 526 5,05 4,11
1183593 310437 329724 16,00 29,50 17,75

3 5301,59 121195 1560,30 6,58 5,63 533
8441,03 1670,29 1735,66 13,12 28,44 16,87

e 4065,14 211,98 13145 7.25 7,59 4,62
- 7032,79 1481,834 1817,834 2125 2521 18,33
3658,09 211,15 216,07 224 348 2,70

3 7402,86 1820,19 257724 19,28 25,89 19,46
244717 431,28 128248 520 4,66 3,05

8250,38 176134 287738 15,00 27,50 19,79

1 383323 274,46 1340,01 7,03 461 527
906304 2349,74 255846 1542 27,08 18,96

K1 318684 461,84 367,20 732 6,64 436
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Cuadro 3. Media y desviacion estandar del contenido de fenoles y flavonoides totales y capacidad antioxidante determinado en
hojas, cantidad de flores, frutos y brotes vegetativos (% mensual/planta) de plantas de guayabo (Psidium guajava L.). Laboratorio de
Cromatografia, Instituto de Investigaciones Agrondmicas, Facultad de Agronomia, Universidad del Zulia, plantas pertenecientes al
banco de germoplasma del Centro Socialista de Investigacién y Desarrollo Fruticola y Apicola de la Corporacién de Desarrollo de la
Region Zuliana, estado Zulia, Venezuela. 2013.

Table 3. Mean and standard deviation of the total phenols and flavonoids contents and antioxidant capacity determined in leaves,
number of flowers, fruits, and vegetative shoots (% monthly/plant) of guava (Psidium guajava L.) plants. Chromatography Laboratory,
Agronomic Research Institute, Agronomy School, Universidad de Zulia, plants belonging to the germplasm bank of the Centro Socialista
de Investigacion y Desarrollo Fruticola y Apicola de la Corporacién de Desarrollo de la Regién Zuliana, Zulia state, Venezuela. 2013.

Variables (Media/desviacion estandar)

Planta Fenoles totales  Flavonoides Ca'pa.cidad Flores Frutos BI'OtE'bS
totales antioxidante vegetativos
(mg/100 g) (% mensual/planta)

7407 81 1698.81 2185,58 15,62 27,08 20,00

K 2797,00 501,92 56542 7,53 438 4,87
9479,58 1930,71 246581 15,00 26,56 18,44

K1 474492 573,16 664,69 9,52 5,72 4,00
Ko 766420 171201 2013.83 22,68 19,28 19,82

265749 435,36 590,03 7,12 7.53 6,10

8571,99 1749 41 2067,27 15,94 25,62 17,81

K 312536 32745 263,10 7,66 6,65 4,13
8430,23 1512,63 1926,24 12,92 29,17 16,67

Ko 454300 206,59 453,75 7,22 1,91 5,77
10103,87 1683,89 2172,64 10,83 27,08 15,00

12 5165,17 377,11 763,05 7.94 8,32 6,25
L 7635,08 1751.,65 211947 18,50 23,25 17,25

185545 537,60 470,00 7,36 5,77 6,92

679377 1339,11 1824,57 16,87 27,50 16,87

L3 310745 416,13 132239 6.49 3,68 5,54
7084,69 1607,05 262382 20,00 21,75 19,50

b 192593 458,40 1205,57 9,60 6,77 4,73
738521 1603,01 2449 86 18,25 25,00 19,50

b 2521,28 374,90 1575,63 6,99 643 5,63

Discusion

Las plantas de guayabo presentaron los tres 6rganos (flor, fruto y brote vegetativo). La brotacién vegetativa
y reproductiva fue mayor durante el afio de la evaluacién (Marin et al., 2000). Se observd la presencia de
frutos cuajados en todas las plantas, con el mayor porcentaje durante el mes de febrero y de agosto, debido al

comportamiento propio de esta especie, la cual mantiene activa la produccion de 6rganos durante el afio (Marin et
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al., 2004), con una variacién en la intensidad de ocurrencia, que responde a las condiciones climdticas que imperan
en la zona (Marin et al., 2000; 2004; Quirés et al., 2009).

Los brotes vegetativos registrados durante la floracion y la brotacion vegetativa se asociaron con la preparacion
de los 6rganos vegetativos, como las hojas, que son los proveedores de carbohidratos a las estructuras reproductoras
que dardn origen a los frutos. Asimismo, la brotacidn vegetativa observada durante la fructificacion, es un indicativo
del solapamiento de las fases fenol6gicas dada la continuidad de la produccién del guayabo (Marin et al., 2000). El
mayor porcentaje de flores ocurrido en el mes de marzo, tuvo relacién con el mayor porcentaje de frutos registrado
en el mes de agosto (Singh, 2011), como respuesta a la mayor cantidad de agua disponible (Marin et al., 2000;
Mendoza et al., 2017; Shivpoojan et al., 2018).

El guayabo presentd una clara variacion cuantitativa entre los individuos de la poblacién. Todos los individuos
sintetizaron los compuestos analizados, pero no en las mismas cantidades. El contenido de fenoles fue mayor que
el de flavonoides como lo reportaron Camarena-Tello et al. (2018) en su estudio de P. guajava (28 521 y 18 077
mg/100 g, respectivamente) y Aguado et al. (2013) en Aloysia polystachya (23,2 y 3,7 mg/100 g, respectivamente) y
asi como de capacidad antioxidante. Los contenidos de fenoles y flavonoides de hojas de guayabo fueron inferiores
a los reportados por Pérez-Pérez et al. (2014) para P. guajava (907146 y 2845,21 mg/100 g, respectivamente),
lo cual pudo ser debido al efecto planta (Pérez-Pérez et al., 2019) o factores abidticos como la época del afio y
la fertilizacién (Lattanzio, 2013), ante lo cual aumentar el nimero de muestras serfa una posible recomendacion.

El guayabo presentd las diferentes fases fenoldgicas durante el afio (Marin et al., 2004). Durante la
fructificacion se registré el mayor contenido de fenoles en hoja (Piasecka et al., 2017) en respuesta al ambiente
(Coutinho, 2013; Sampaio et al., 2016; Yuan et al., 2019). En la hoja se sintetizan los compuestos fendlicos que
luego son transportados a otros tejidos y érganos (Pawar & Rana, 2019), los frutos fueron los mds importantes,
seguido de las hojas, en utilizar los nutrientes y los carbohidratos para su desarrollo (Rodrigues Salgado et al.,
2008). Las plantas durante el crecimiento determinan, entre otros factores, el tipo y la concentracién de moléculas
secundarias producidas (Isah, 2019).

En la fase de floracion la demanda de fitoquimicos estuvo asociada a los flavonoides (Ben Farhat et al., 2015).
Los flavonoides constituyen un grupo de compuestos que desempefian una importante funcion en las interacciones
que una planta establece con su entorno (Vicente & Boscaiu, 2018), como intervenir en el desarrollo del tubo
polinico de las flores (Wang et al., 2020). Se observé que los flavonoides (método colorimétrico) contribuyeron a
la capacidad antioxidante (método del cation radical ABTS™) determinada en hoja (Camarena-Tello et al., 2018;
Toli¢ et al., 2017; Wang et al., 2017) de guayabo (Toli¢ et al., 2017). La capacidad antioxidante de los vegetales
puede derivar de diversos compuestos con actividad biolégica (Kumarappan et al., 2012).

Las diferencias entre las fases de fructificacion y floracion de plantas de guayabo, en relacioén con el contenido
de fenoles, coincidieron con lo obtenido por Naghiloo et al. (2012a,2012b) en Astragalus compactus L. (828 y 501
mg/100 g, respectivamente) y Kumar et al. (2014) en Mangifera indica (3510 y 3250 mg/100 g, respectivamente),
quienes sefialaron que el contenido de fenoles fue significativamente mayor en la fase de fructificacién, no asi
en la fase vegetativa y de floracién. Estudios previos sefalaron diferencias entre las fases de floracién (244,81
pumol/L TE/mg) y fructificacién (169,06 ymol/L TE/mg), en la capacidad antioxidante (ABTS™), esta fue mayor
durante la floracién (Ben Farhat et al., 2015), tal como se observé en el presente estudio. La capacidad antioxidante
determinada en guayabo (3233,56 mg/100 g), podria atribuirse a la presencia de polifenoles, cuya estructura
quimica actia como atrapadora de radicales libres (Aguado et al., 2013; Morais-Braga et al., 2017).

La variabilidad encontrada, durante el afio de la evaluacion, en el contenido de fenoles determinado en la
hoja de guayabo en las diferentes fases fenoldgicas, indican que durante el ciclo de vida, las diferentes etapas de
desarrollo de la planta, afectan el contenido de metabolitos secundarios y causan variaciones en la concentracion
durante el ciclo, segin las condiciones ambientales y su necesidad (Verma & Shukla, 2015). Dicha variacién estd
vinculada con la fotosintesis, la sintesis de proteinas, la actividad enzimadtica, la absorcién de nutrientes, entre
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otros (Sharma et al., 2012), y muestran variaciones en diferentes niveles genéticos, fisioldgicos y de desarrollo en
respuesta a factores ambientales, como la disponibilidad de nutrientes, la intensidad de la luz, entre otros (Naghiloo
et al., 2012a).

La época de fructificacién de guayabo estd caracterizada por la alta temperatura y la mayor insolacién (nor-
este de la planicie de Maracaibo, municipio Mara, estado Zulia, 60 m s. n. m.). Estas pueden causar incremento en
la acumulacion de los compuestos fendlicos (Huyskens-Keil et al., 2020). La planta es probable que lo acumule
para protegerse de la radiacidn solar (Naghiloo et al., 2012b). La luz incrementa la proporcion de biosintesis de
compuestos fendlicos por un incremento en la actividad de las enzimas, en particular la fenilalanina amoniaco
(PAL), que juega un rol importante en la conversion de fenilalanina en dcido cumdrico, en vista de que son el
precursor inicial de las moléculas involucradas en la sintesis de compuestos fenélicos de la planta (Huyskens-Keil
et al., 2020).

Conclusiones

Las plantas de guayabo presentaron de forma simultdnea, las fases fenoldgicas de fructificacion, floracion y
brotacién vegetativa durante el periodo de evaluacién. El bajo porcentaje de floracion y brotacion vegetativa se
correspondié con un mayor porcentaje de fructificacion. La fase de frutificacién prevalecid en respuesta fisiolégica
a la ocurrencia de precipitacion en la zona de estudio.

El contenido de sustancias antioxidantes en las hojas de guayabo, mostré una variacidn cuantitativa hacia el
mayor contenido de fenoles totales, seguido de flavonoides totales y de capacidad antioxidante. Los contenidos de
fenoles y flavonoides totales fueron los que contribuyeron con la capacidad antioxidante.

Las fases fenoldgicas tuvieron un efecto notable en el contenido sustancias antioxidantes de las plantas
de guayabo. Durante la fase de fructificacién se alcanzé el mayor contenido de fenoles totales en ausencia de
precipitacion, asi como altas temperaturas e insolacion en la zona de estudio. En la fase de floracién se registrd
mayor contenido de flavonoides totales y en la fase de brotacién vegetativa se cuantificé mayor capacidad
antioxidante y contenido de flavonoides totales.
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