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I. RESUMEN
Uno de 1os recursos derivados del reino vegetal, con gran
aplicacifn en la industria farmacéutica y de saborizantes son los

1ainades metavclitus seculiiarios, en  ios cudies quedan

i

comprendidos los capsaicinoides, que son los compuestos
responsables del sabor picante del chile y que ademds presentan
varias prcpiedades de carédcter farmacolfgico.

En este trabajo se presentan los resultados del contenido de
capsaicinoides en los frutos de tres diferentes tipos de chile:

Capsicum annuum var., annuum (chile de agua) y C. annuum var.

glabriusculum (chiltepin y chilpay) evaluados mediante la técnica
de HPLC, cbteniéndose los siguientes valores {mg capsaicinoices/g
fruto seco): 1.8; 11.9 y 14.9 respectivamente.

Por otra parte, después de diferentes preacondicionamientos
de tipo fisico y quimico, se favorecifi:la germinacién de las
semillas de estos frutos, para obtenmer pléntulas "in vitro" que
sirvvieron como fuente para la obtencitn de callo. y
posteriormente de células en suspensifn en dos medios de cultivo:
Murashige & Skoovg (1962) y/o Shenck & Hildebrandt (1972).

Los calles obtenidos fueron facilmente disgregables
realizandose «con ellas diversas cinéticas de crecimiento con las
cuales se evalGo su velocidad especifica de crecimiento (u).
Dichos vélores quedaron comprendidos entre 0.098 y 0.19 dia? . A
su vez, en dichas cinéticas se evalu6 el contenido de
capsaicinoides, mismo que fué de 1.4 y 1.9 mg capsaicinoides/g
callo para chiltepin y chilpay respectivamente, en tanto que fué
nula para el chile de agua. | ‘

Los cultivos en suspensifin se obtuvieron solo con los chiles



de la var. glabriusculum observdndose que la u del chiltepin era
de 0.6 dfas y para chilpay 0.12 dfas con ufia produccién méxima
de 0.47 y 0.38 mg capsaicinoides/ g peso seco respectivamente.
Ademds en el t.ranscurso de las cinéticas de crecimiento se evaluf
el consumo de nutrientes (fosfatos, carbohidratos, nitratos vy
amonio) siéndo los fosfatos los que se consumieron con mayor
rapidez, agotdndose después de 10-15 dfas de cultivo, en
comparacifn a los demds nutrientes, 1los cuales se consumieron en

forma més lenta sin llegar a agotarse en el medio de cultivo.



II. INTRODUCCION

Sin duda alguna, el reino vegetal estd dotado con wuna
capacidad biosintética muy versdtil, misma que ha permitido su
empleo para satisfacer las miltiples necesidades del hombre, pues
de las plantas se pueden obtener compuestos muy variados de gran
importancia y la obtenci6n de estos compuestos de origen vegetal
se ha incrementado significativamente en los dGltimos afios
empleando las técnicas de cultivo de tejidos vegetales. La mayor
parte de las investigaciones con este objetivo se han dirigido
principalmente hacia la produccibn de compuestos
farmacolfgicamente activos, colorantes, saborizantes, gomas y
aceites esenciales que se han empleado normalmente en la
elaboracifn de alimentos, medicamentos y cosméticos.

Sin embargo, los estudios acerca de la wutilizacibn del
cultivo de células vegetales para la produccién de metabolitos
secundarios son relativamente escasos, como en el caso del chile,
ya que a pesar de que este juega un papel muy importante en la
dieta del mexicano, en México apenas se cuenta con muy pocos
estudios acerca de los principios activos de este fruto, que son
los responsables del picor que estos presentan, asi como de su
extraccidn y los productos que de este se pueden extraer.

El principio activo de los frutos de chile (Capsicum spp.)

esta formado por un grupo de compuestos que reciben el nombre de
capsaicinoides. Estos son estructuras muy complejas, cuyo
contenido puede variar segln sea la especie’y las condiciones
bajo las cuales estas dichas especies se reproducen.

Estos metabolitcs tienen una gran importancia comercial, pues



tienen un gran ndmero de aplicaciones tanto en la industria
farmacéutica como en la alimentaria (Lega, 1984; Susuky e Iwai,
1984).

Asi, es .evidente la 1mportancia de tratar de obtener los
capsaicinoides por extraccifn directa en solventes a partir de
los frutos como se realiza actualmente por métodos convencionales
en diferentes pafses del mundo, sin embargo el cultivo de tejidos
vegetales representa una alternativa para lograr la obtencitn de
dichos metabolitos secundarios con las ventajas potenciales que
dicha técnica conlleva, ya que una vez establecido el cultivo a
nivel de laboratorio,podrfa ser posible pcsteriormente realizar
el posibie escalamiento a nivel de biorreactores para la
manipulaci6n de las condiciones fisicoquimicas del cultivo que
permita incrementar la produccifn de estos metabolitos.

El presente trabajo de investigacifn forma parte de la etapa
inicial de wun proyecto global en donde se pretende esto Gltimo
para lo cual se considerd la recoleccifn de diferentes variedades
de chile obtenidas de diferentes estados del territorio nacional
para, posteriormente seleccionar la o las variedades con mayor
capacidad de biosintesis de capsaicinoides qde podrfa (n) después
ser sometidas s diversos estudios tales como la manipulacitn de
nutrientes y reguladores de crecimiento, adiciér de precursores,
selecciﬁn'de lineas celulares altamente productoras, escalamiento
a nivel de Dbiorreactores, con <células en suspensifn o
inmovilizadas , asf como estudios de validaci6n de la ruta de
biosfntesis.

Especfficamente, se trabaj6 con las var. annuum (chile de

agua) el cual es originario de Oaxaca, y dos tipos de chiles,



chile chiltepin y chile chilpay, ambos de la var. glabriusculum,
los cuales son procedentes de Hermosillo, Sonora y de Oaxaca,
respectivamente y En vista de que estos chiles pertenecen a wuna
misma variedad pero son de diferente lugar, se habl6 de ellos
como dos variedades diferentes. Los chiles de la var.
glabriusculum son comunmente conocidos como piquines y de acuerdo
a la literatura (Purseglove y <col, 1981, Long-Solfs, 1986)
corresponden a ung de los tipos de chile mds picantes.

Cabe aclarar que los cultivos "in vitro" se iniciaron a
partir de las semillas de esta variedad con el fin de obtener un
material libre de organismos contaminantes, asf como para obtener
cultivos a partir de fragmentos de la pldntula un poco més

homogéneos.



III. OBJETIVOS

Establecer las condiciones bajo las cuales germinen "in
vitro" las semillas de tres diferentes variedades de

Capsicum annuum.

Establecer el cultivo "in vitro" (callo y células en

suspensién) de las variedades de Capsicum annuum ya

especificadas a partir de un fragmento de algln 6rgano de

la pldntula obtenida.

Determinar el contenido de capsaicinoides en el fruto y en
los cultivos de callos y células en suspensifin previamente

establecidos.

Evaluar algunas de las caracteristicas cinéticas de los

cultjvos "in vitro"(u, consumo de nutrientes)



IV. ANTECEDENTES

1. Cultivo de tejidos vegetales.

El cultivo de tejidos vegetales se refiere al cultivoe "in
vitro" de cualquier parte de la planta bajo condiciones
asépticas, ya sea una célula, tejido u 6rgano.¢LEstas técnicas
tienen wun gran potencial como herramienta en estudios bdsicos y
aplicados en la micropropagacifbn de especies econSmicamente
importantes y como un modelo que permita hacer estudios
fisiolfgicos, genéticos, morfolfigicos y bioquimicos asf como para
la obtencidn de metabolitos secundarios, ya que estos, por su
impocrtancia en la industria, pueden ser obtenidos mediante esta
técnica de tal manera que incluso, se pueden llevar los cultivos
d una mayor escala para obtener una mejor y mayor produccifén del
producto deseado)

Las etapas fundamentales implicadas en el cultivo de tejidos
vegetales son muy simples, comoc a continuacifn se menciona:

1. Es necesario aislar fragmentos de tejidos u 6rganos de
una planta completa vy,

2a A estos tejidos oproporcionarles wun medio ambiente
apropiado en el cual pueda expresar su capacidad intrinseca o
inducida (L6pez, 1985).

El éxito de dicho cultivo de tejidos vegetales esta muy
influenciado por la composicifén quimica de los medios de <cultivo
utilizados y otros pardmetros ambientales ccmn'luz. temperatura,
humedad, etc. Los medics de cultivo en general se encuentran

constitufdos por los siguientes componentes:
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1. Sales inorgédnicas.

a) Macronutrientes.
b) Micronutrientes.

II. Vitaminas.
III._Reguladoées de crecimiento (Fitchormonas).
IV. Aminodcidos y suplementos orgdnicos.
V. Carbohidratos.
vi. Agua.
VII. Agente solidificante,
VIIl. Suplementos no definidos. (L6pez, 1985)

Para establecer los cultivos de tejidos se emplean pequefios

. segmentos de firganos comg rafces, tallos, hojas. pecinlo,

embriones y partes de los 6rganos reproductivos.

Cuando un 6rgano, tejido o célula es inoculado y cultivado en
medios sintéticos, el patrén de desarrcllo puede continuar de
manera semejante al que tenfa en la planta o cambiar totalmente.
Estos aspectos se basan en el principio de totipotencialidad
celular, es decir, que cada célula contiene un banco de genes que
permite la produccifn de una copia exacta de la planta madre, con
la sfntesis de las sustancias caracterfsticas del progenitor bajo
las mismas condiciones, de tal manera que la célula hija contiene
toda la informacifn genética de la célula de que procedil y posee
la capacidad de regeneracién del organismo adulto. De ahf que el
término totipotencia se refiera al potencial genético total
celular (Moore, 1973; Fowler, 1981).

Por otra parte, EIl desarrollo de la planta es un proceso
rigidamente regulado, en donde intervienen sustancias orgdnicas

que pueden actuar en cantidades muy pequefias (< 1 mM). Estas



sustancias son conocidas como hormonas y son formadas en ciertas
partes de la planta desde donde son translocadas a otros sitios
donde provocan respuestas especificas de tipo bioquimico,
gices  w'o morfolsgico. £5tas hormonas  Soi agentes
extremadamente importantes en la integracifén de las actividades
del desarrollo y provocan respuestas de la planta al medio
ambiente flIsico externo, ademds de reqgular la expresién del
potencial genético intrinseco de la planta. Aunque, por otra
parte, existen compuestos sintéticos que se emplean con el mismo
fin que las hormonas (Moore, 1979).

—Cuando se tienen el tipo y balance hormonal adecuado es
pesible cbtener a partir de los segmentcs incculados, después de
un corto tiempo, nuevo material celular, que recibe el nombre de
callo, que es wuna masa de células no diferenciadas y de
crecimiento desordenado que pueden continuar su crecimiento hasta
agotar los nutrientes del medio (Fowler, 1981). A partir de este
callo se pueden obtener células aisladas o también se puede
lograr wuna divisi6én organizada para dar lugar a un 6rgano de la
planta perfectamente distinguible, ya sea una hoja, un tallo,
rafces o embriones (Robert, 1985). La respuesta observada durante
el cultivo depende de la fuente de tejido (tipo de tejido,
posicifén de la planta, especie, etc) as! como la composici6n del
medio sintético y las condiciones del medio fisico (Ochoa, 1985).

Cuando los callos se inoculan en medio lfquido y se mantienen
en agitacién continua, las células se separan.del tejido formandoc
una suspensifn constitufda por c¢élulas individuales o por
pequefios agregados celulares. EI establecimiénto de los cultivos

en suspensifn depende en gran medida del grado de disgregabilidad



del callo. Esta técnica de cultivo es ampliamente usada como un
sistema de estudio de las vias del metabolismo secundario,
induccifn enzimdtica y expresi6n genética, adeflas de ser una
fuente de materfal para la purificacifn de enzimas (Dixon, 1985).

De acuerdo a Robert (1985) el cultivo in vitro presenta
varias ventajas, entre las que se pueden mencionar las
siguientes:

1) Las condiciones fisicas y qufmicas pueden ser controladas
en forma tal que permitan la observacifn de respuestas a
nivel bioquimico y fisiol6gico.

2) Se pueden obtener clonas genéticamente estables de una
cierta caracterfstica.

3) Cada célula es un organismo experimental que puede volver
a diferenciarse e iniciar un desarrollo organizado que da
como resultado la formacifn de nuevos organismos completos
y fértiles.

4) Manipular una gran cantidad de células y analizar un gran
nimero de condiciones experimentales en un espacio
relativamente reducido y en un tiempo mucho menor que el
que se emplea con plantas completas.

5) Preservar caracterfsticas de plantas que se encuentran en
peligro de extincifn, asf como su propagacifn.

6) Se evita el empleo de herbicidas y pesticidas que lleguen
a dafiar al cultivo.

De tal manera que el cultivo con estas caracteristicas puede

abarcar cinco éreas:

a) micropropagacifn.



b) preservacifn de germoplasma.
¢) mejoramiento genético.
d) biosintesis de metabolitos.

e) investigacién bdsica.

2. Metabolitos secundarios.

Como se sabe, las plantas acumulan sustancias orgdnicas en
cantidades suficientes que permiten su aprovechamiento
empledndolas como materias primas tanto en la industria como para
fines cientfficos. Asf, se pueden obtener productos como aceites
industriales, resinas, taninos, saponinas, hules, gomas, ceras,
colorantes y productos farmacéuticos entre otros. Dichos
compuestos quedan comprendidos en alguno de los grandes grupos de
sustancias que todas las plantas producen:

a) METABOLITOS PRIMARIOS: Son substancias ampliamente
distribufdas en la naturaleza, manifest&ndose en todos
los organismos. En las plantas superiores tales
compuestos se concentran en semillas y partes
vegetativas. Estos metabolitos estdn asociados con los
procesos vitales de las células y la secuencia de
reacciones donde estas aparecen se distingue porque es
posible encontrarlas en las rutas metabdSlicas
primarias.

b) METABOLITOS SECUNDARIOS: Son compuestos biosintética-
mente derivados de los metabolitos primarios y parece
ser que su distribucifn general y su ubicaci6n estén
restringidos, pues cada compuesto en particular

aparece en solo un pequefio grupo de organismos. Estos
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metabolitos se caracterizan por su ausencia de funcifn
metab6lica esencial en el organismo, pero muchas veces
tienen un papel de tipo ecolfgico, participando
claramente en la reproduccifn del organismo mediante
la atracci6n de insectos transportadores de polén, asf
como adaptaciones quimicas a alteraciones ambientales
4] bien como defensas de tipo quimico contra
microorganismos, insectos y predadores superiores Yy
aGn sobre las plantas mismas (Balandrin, E. y
col.,1985; Vining, 1986).

Generalmente, los metabolitos secundarios son productos
vegetales que tienen mas valor comercial. Existen tres
principales categorfas de metabolitos secundariocs: aceites
esenciales, glucfsidos y alcaloides. Los aceites esenciales
consisten de wuna mezcla de terpenoides y son empleados como
agentes saborizantes, perfumes y solventes. Los gluc6sidos
incluyen flavonoides, saponinas, fenflicos, taninos, glucfsidos
cianogénicos y aceites de mostaza, mismos que son empleados comg
tinturas, colorantes para alimentos y de usc farmacéutico. Los
alcaloides son wun grupo diverso de compuestoé con mds de 4000
estructuras conocidas. Generalmente, tales compuestos son muy
activos fisiol6gicamente en los humanos y consecuentemente son
de fuerte interés para la produccién de medicinas. Algunos
ejemplos son mcrfina, nicotina, atropina y cocafna (Shuler,
1981).

Ademds se sabe que dichos metabolitos secundarios,tienden a
acumularse en aquellas partes de la planta donde no hay un

crecimiento activo, como en hojas senescentes, frutos y semillas
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encontrandose dichos compuestos en las partes maduras del cultivo
y estc nos indica que los cultivos celulares en crecimiento no
son una buena fuente de obtenci6n de productos secundarios
(Yeoman, 1980). Asf mismo, en un cultivo "in vitro"la acumulacibn
de productos secundarios ocurre principalmente cuando la
velocidad de crecimiento del cultivo disminuye y cuando este
muestra cierta diferenciacifn celular. En genéral. los cultivos
de répido crecimiento y que no muestran organizacién de ningln
tipo acumulan los productos secundarios en bajas cantidades, es
~nr esto que se considera quz existe una relacifn inversa entre
el crecimiento , la diferenciacibébn y acumulacién de dichos
compuestos (Lindsey, 1983).

Actualmente se considera que para lograr la aplicacibn
industrial del cultivo de tejidos vegetales para la produccibn de
metabolitos secundarios se deben intentar satisfacer las
sigquientes condiciones como requerimientos minimos:

a) Las velocidades de crecimientoe celular y biosint~-is
deberdn ser suficientes para la obtencién de mayor
cantidad del producto final v en un perfcdo de tiempo
corto.

b) Las células vegetales deberdn ser genéticamente estables
para que su produccibn sea constante.

c) Los metabolitos deberdn ser acumulados en las cé&lulas sin
qgile sean catabolizados rdpidamente o, preferiblemente,
deberdn ser liberados en el medio, y

d) Los costos de produccidn deberdn ser lo suficientemente

bajos como para que puedan ser aprovechados por el
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productor. (Tabata, 1976).

Sin embargo, actualmente existen problemas que impiden en
cierta forma la explotacifn comercial de los cultivos de tejidos
vegetaies para- ia produccitn de metapolitos secunuarios, CcOmo
son:

- Reduccifn del crecimiento y concentracifn celular como

consecuencia de la manipulacitn del medio.

- Control de la diferenciaci6n celular.

- Pérdida de totipotencia celular. _

- Tendencia de las cé&lulas a formar agregados.

- Inestabilidad genética, que se llega a manifestar mediante

la variabilidad de ias lineas celulares. (Shuler, 1981).

A pesar de lo anterior, se siquen empleando y a su vez
modificando las técnicas ya existentes con el fin de encontrar
una forma conveniente de explotacién de dichas sustancias. Un
procedimiento wusual de lograr la produccitén de metabolitos
secundarios en los cultivos de células vegetales es la
manipulacién del medio de cultivo asf como de los reguladores de
crecimiento, o bien la variacifn de las condiciones ffisicas tales
como luz y temperatura. Estos factores pueden variar de tal forma
que las cantidades del producto de interés pueden exceder a 1las

producidas por la planta misma (Stafford y col. 1986).
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3. Descripcifn de Capsicum.
La palabra Capsicum, término que se aplica a los frutos de
as numerosas variedades de esta planta viene del griego “kapso"

que significa morder, haciendo alusién & lo picante Gei fruto, y
la palabra chile proviene del ndhuatl ‘“chilli* que significa
capsula debido a la forma del fruto que guarda dentro de sf las
semillas (Lomelf, 1986).

Las plantas de Capsicum (Cuadro 1) ocurren de manera
esponténea y se distribuyen ampliamente desde el Sureste de
Estados Unidos, pasando por Méxfco y América Central hasta el
noreste de Sudamérica (Purseglove y col, 1981).

Capsicum annuum var. annuum (Heiser y Pickersgill, 1975)

tiene wun gran nGmero de cultivares y es el chile més importante
desde el punto de vista econfmico. Casi todos los chiles de
frutos largos, tanto picantes como no picantes, crecen en zonas
templadas del norte. Los cultivares de la var. annuum muestran
mucha variabilidad principalmente en sus frutos. Esta planta es
una hierba o arbusto, erecto y muy ramificado, de 45 a 100 cm. de
alto. Usualmente maduran en estadfos tempranos y crecen
anualmente. Los frutos son bayas indehiscentes con muchas
semillas, penduloso o erecto y generalmente se sostienen en forma
individual en los nodos. Los frutos son extremadamente variables
en tamaﬁo: forma y color, asf como en el grado de picor.
Generalmente se encuentran entre 0.8 a 30 ¢m de largo con un
didmetro de ancho variable y puede ser lineal, cfnico o globoso.
El fruto inmaduro puede ser verde, amarillo o pGrpura y cuando
madura es rojo, anaranjado, amarillo,café o plGrpura. Las semillas

son aplanadas, amarillo pdlido y de 3 a 5 mm en su didmetro més
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largo (Purseglove, 1981).

C. annuum var. glabriusculum (Dunal, en Spices, 1981), es
otra variedad de C. annuum y de acuerdo a Heiser y Pickersgill
(1975) esta vériedad es probablemente el ancestro de la wvar.
annuum con la cual se llega a cruzar. Esta variedad es empleada
generalmente como condimento. No es cultivada. Sus frutos son
extremadamente picantes, de aproximadamente 13 mm de didmetro.
Erectos y deciduos. De acuerdo a Heiser (1969 ) la variedad
glabriusculum fué transportada a América Central y México por las
aves, las cuales dispersan las semillas de los frutos, o bien por
el hombre mismo. Una vez introducida el hombre 1la cultivé y
mediante la seleccifén de diversos habitats surgi6é wuna gran
diversidad en la forma y color de los frutos asf como en el grado
de picor. Esta variedad estd mds ampliamente distribufda desde el
sureste de Estados Unidos, México y América Central hasta llegar
a Colombia. Estos frutos reciben diversos nombres vulgares de
acuerdo a la regifn donde este se cultive: chiltepin, <chilpaya,
mira pa“rriba, chile de monte, entre otros. En forma general, se
les conoce como chiles piquines (Long-Solfs, 1986).

En la actualidad, México es el pafs del mundo donde se
consume mds chile y tiene destinadas a su cultivo grandes
extensiones: de tierra distribuidos por todo el territorio
mexicano (cuadro 2). A su vez, debido a la domesticacidén de la
planta, esta ha sufrido modificaciones en las caracteristicas de
sus frutos presentando diferencias en su color, sabor, tamafo,
olor y grado de picor (Lomelf, 1986)

Aunque se considera que existen aproximadamente 20 especies
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silvestres del género Capsicum, de acuerdo a la FAO se reconccen

solo cinco especies domesticadas: Capsicum annuum var. annuum, C.

frutescens, C. baccatum var. pendulum, C. chinense y C. pubescens

{Magya, 1975; Purseglove, 196i).

El chile (Capsicum ) es, entre otros, wuno de los productos
agrficolas que México exporta. A pesar de ello, se importa a
nuestro pafs el extracto saborizante el cual es denominado
oleoresina, que se compone de aceites, pigmentos y
capsaicinoides, siendo estos Gltimos los responsables del picor
que los frutos de esta planta presentan.

La composicién general de los frutos de esta planta, se
muestra en el cuadro 3 y el conienido de estos componentes en el
fruto varfa de acuerdo a las condiciones ambientales en que se
cultiven. De los componentes de este fruto, los capsaicinoides

serdn el mctivo de nuestro estudio.

4. Generalidades sobre capsaicinoides,

El principio picante de los frutos de Capsicum fué aislado en
su estado puro por Thresh en 1876 dandole el nombre de
capsaicina. Anos rMas tarde, Micko (1898) también obtuvo el
compuesto en forma pura y cristalina y fué el primero en detectar
la presencia de un grupo hidroxifen6lico y un grupo metoxi en la
molécula de capsaicina, hecho que lo condujo a la deteccién de un
grupo vainillil,

Posteriormente, en 1910, Nelson estableci6 la estructura
qufimica de la capsaicina, proponiendo que tiené una unidad bédsica
llamada vainillilamina y el 4&cido isodecenoico (8-metil-N-

vainillilnon-6-enamida). M&s tarde, Nelson y Dawson en 1923
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sintetizaron un compuesto hidrogenado de la capsaicina al cual le
denominaron dihidrocapsaicina. A su vez, Crombie (1955) corrobor6
la presencia de la dihidrocapsaicina y Kosuge e Inagaki (1962)
concluyeron que.el componente que se encontraba en mayor cantidad
era la capsaicina y en menor cantidad la dihidrocapsaicina.
Posteriormente, en 1968, Bennett y Kirby, confirman la f6érmula
estructural de la capsaicina y asf mismo, asequran que existen
cinco vainillilamidas con variaciones en las cadenas laterales
de dcidos grasos. El contenido de dichos compuestos era:
capsaicina (C) 69%, dihidrocapsaicina (DHC) 22%,
nordihidrocapsaicina (NDC) 7%, homocapsaicina (HC) 1% y
homodihidrocapsaicina (HDC) 1%, en las muestras de C. annuum que
ellos emplearon y propusieron que estos compuestos se derivaban
de la vainillilamina y plantearon, mediante técnicas de marcaje,
que la sintesis de estos compuestos inicia a partir de la
fenilalanina y la incorporaci6n de dicho aminodcido a capsaicina
se realiza por la via del dcido cindmico.

Hasta 1982, Fujiwake propone la ruta de biosintesis que se
muestra en la fig. 1 en donde es posible apreciar que dicha ruta
empieza <con la fenilalanina a partir de la cuél se sintetiza la
vainillilamina, mientras que la valina y la leucina sirven como
precursores de las cadenas de &cidos grasos que se wunirdn al
anillo de IE vainillilamina para formar la capsaicina y andlogos.
Cabe aclarar que los capsaicinoides son cristales blancos, que
carecen de olor y sabor, cuyoc punto de fusifén es de 64-65 C
(J.C.P.S5.5.A.Ch. 1959) y que reciben su nombre de acuerdo al
ndmero de carbonos y a la presencia o ausencia de dobles enlaces

en su cadena lateral. La estructura quimica de este grupo de
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metebolites secundarios se encuentra en la fig. 2.

El contenido de estos compuestos varfa en el fruto de wuna
especie a ctra y adn de una variedad a otra (Maga, 1975) de tal
mdfeta Gue se pueden enconirdr variedades "dulces" las cudles no
tienen picor o si este existe es minimo. Para este tipo de
variedades la formacifn y acumulacifn de los capsaicinoides en
los frutos se detect§ durante la maduracifén y post-cosecha
manteniéndolos bajo luz continua obteniendo valores de hasta 18
ug/100 g de peso seco de muestra tomada de la placenta del fruto
y 24.8 ug/100 g de muestra seca del fruto entero a los 10 difas de
maduracifn después de la cosecha en comparacifn de los 2.4 3.2
ug/100 g de peso seco de muestra de placenta y fruto entero a los
4 dfas respectivamente. (Iwai,K. y col, 1977). En las variedades
picantes sin embargo, se ha cuantificado una mayor cantidad de
capsaicinoides inmediatamente después de la floracifn, alcanzando
un miximo cuando llegan a la maduraci6n (Iwai y col. 1979).

Otha (1962), Fujiwake y col. (1982) y Rowland y col. (1%33)
sugirieron que los capsaicinoides se forman en la placenta y en
el septo interlocular del fruto de donde son excretados a un
espacio intercelular denominado receptdculo de capsaicinoides,
posteriormente, Susuki y «col. (1980) empleando técnicas de
microscopfa de luz y wultravioleta propusieron que dicha
biosintesis era realizada en la vacuola y pequefias vesficulas de
las células epidérmicas de la placenta y a su vez los mismos
autores, en estudios posteriores (Fujiwake y col, 1980) aislaron
las vacuolas de dichas cé&lulas epidérmicas comprobando su
hipftesis. En estudios mds recientes, Zaﬁski y col. (1987)

emplearon técnicas de microscopfa electrfnica para dilucidar
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especificamente en un nivel interno de la célula el sitio de
biosfntesis y proponen que esta se realiza en compartimientos
internos del retfculo endopldsmico y que existen vesfculas
receptoras de capsaicinoides derivados de pequefos fragmentos del
retfculo endopldsmico que migran hacia el citcplasma y se funden
con el plasmalema y una vez sintetizados dichos compuestos son
liberados hacia el exterior de la célula.

Por otra parte, existen diversos métodos que permiten la
cuantificaci6n de los capsaicinoides, entre los que se pueden
mencionar: la evaluacifn sensorial por métodos organolépticos,
colorimetrifa, espectrofotometria, espectrometrfa infrarrojo,
espectrometria de masas, cromatograffa en columna, cromatograffa
en papel, cromatografia en capa fina, cromatograffa de gases,
cromatograffa de 1lIquidos de alta vresolucifn, entre otros
(Susuki, T., lwai, K. 1984).

Los capsaicinoides constituyen un grupo de particular interés
ya que tienen diversas aplicaciones, entre las que se pueden
mencionar las siguientes: en la industria alimenticia comc
"saborizante", para la fabricacién de cosméticos como
rubefacientes,en la industria tabacalera, en ia agricultura como
repelente en los productos agrifcoclas y en la industria
farmacéutica desempefian un papel muy importante, ya que actdan
sobre las 'formas estructurales de los receptores del dolor a
través de su vreaccifn con una sustancia quimica del cerebro
denominada sustancia P y que se relaciona directamente con la
transmisién del dolor (Virus y Gebhart, 1979; Leeman y Gamse,
1981). También son el principio activo de medicamentos contra el

reumatismo, flatulencia , dolores musculares, actfa sobre el
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sistema respiratorio, diarrea, etc, aunque existen algunos otros
usos, los cuales estan asociados con las creencias de los pueblos
indfgenas y existen otros probables usos, los cuales alin estén en
investigacién como es el caso de la posible aplicacifn en contra
del cdncer, el c6lera, el tifo y la malaria (Maga, 1975; Long-

Solfs, 1986).
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V. MATERIALES Y METODOS
1. Material biolfgico.
Las variedades de Capsicum empleadas en el presente trabajo
fueron:

Capsicum annuum var. annuum (chile de agua). Oaxaca,Oax.

Fruto grande, forma c6nica con cajete en la unién del pedinculo.
Cuerpo cilindrico o aplanado con dpice puntiagudo o chate. Verde
claro cuando es inmaduro y rojo cuando es maduro. Picante.

Capsicum annuum var, glabriusculum (chiltepin).

Hermosillo, Son. Frutos pequehos de menos de 13 mm de didmetro.
Erectos y desiduos. Redondes u ovalados. Silvestre.
Extremadamente picante.

Capsicum annuum var. glabriusculum (chilpay). 0Oaxaca,

Oax. Fruto de aproximadamente 5 cm de largo, erecto y desiduo,

ovalado. Silvestre. Extremadamente picante. (Long-Solfs, 1986).

2. Medios de cultivo
Los medios de cultivo empleados en este trabajo fueron
seleccionados de acuerdo a Ochoa (1986), y son los siguientes:
a) Murashige y Skoog (MS). (Murashige y Skoog, 1962).
b) Schenk y Hildebrandt(SH). (Schenk y Hildebrant, 1972).
cuya composicifn se muestra en el cuadro 4.

Estos medios minerales con sus componentes orgdnicos se
emplearon para estimular la germinacifén “"in vitro"de las semillas
de Capsicum, mientras que para establecer los cultivos de callos
y células en suspensifn estos medios de cultivo fueron
suplementados con reguladores de crecimiento; para el medio MS se

emple§ dcido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) 12.5 x 15s M, en
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-6
tanto que para el medio SH se adicionaron 2,4-D (2.5 x 10 M),

Ac. p-clorofenoxiacético (1.0 x 15’MJ y Cinetina (0.5 x 16e
M).(Ochoa, 1986).

Para el cultivo de callns se emplearnn frascos Gerher con 25
ml de los medios de cultivo anteriores, empleando como agente
solidificante Gelrite (Kelco Division of Merck & Co., Inc.) en
una cantidad de 1.5 gr/l.

Los cultivos en suspensifn se desarrollaron en matraces
Erlenmeyer de 125 ml de capacidad con 30 ml de medio de cultivo
sin agente solidificante. Para la preparacifn de los medios, se
emplet agua desionizada obtenida mediante wuna columna mixta
Rarnstea (Sargent-Welch Scientific Co.) El pH se ajustf a 5.8 en
un potenciémetro (Fisher Accumet Modelo 525 digital), empleando
soluciones de KOH 1M y HCl 1M segln se requiriera.

Los medios de cultivo se esterilizaron en un autoclave a 15
lb{pu[gt durante 15 minutos, manipulando los cultivos en
condiciones de asepsia empleando para ello una campana de flujo

laminar (Veco).

3. Condiciones de cultivo.

Los cultivos en medio semis6lido (obtencidn de pldntulas vy
de callos) se mantuvieron en un cuartoe de incubacifn bajo las
siguientes condiciones:

a) Iluminacién: con ldmparas de luz fluorescente (blanco
frio) de 32 watts. Los cultivos de los medios semis6lidos fueron
expuestos a diferentes intensidades luminosas. La intensidad
luminica utilizada se especifica en cada experimento.

b) Temperatura: se mantuvo a 25 + 2°C mediante un sistema
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de aire acondicionado.

Por otra parte, los cultivos en suspensifn se incubaron
en wuna agitadora rotatoria (New Brunswick Scientific Co., Inc.
modelo G53) a-una velocidad de 80 rpm con una amplitud de giro
de 2 pulgadas. La temperatura se mantuvo a 25 # ? C mediante un
sistema de aire acondicionado y la intensidad luminosa empleada

fué de 5000 lux.

4, Desinfestacifn de la semilla.

Las semillas fueron sometidas también a diversos
pretratamientos antes y durante su desinfestacifn con el fin de
acondicionarlas para aumentar el nimero de pldntulas y que estas
se obtuvieran en menor tiempo con respecto a aquellas obtenidas
sin estos pretratamientos.

Estos tratamientos fueron:

i) Remojo de la semilla en agua destilada a dos
diferentes tiempos de 1 h y 5 d.
ii) Tratamiento de la semilla en una soluci6n de H2504
iM y 0.5M durante 5 minutos.
iii) Desinfestaci6n de la semilla en hipoclorito de
sodio 1% v/v durante 10,15 y 20 minutos.
El procedimiento general para desinfestar las semillas de

Capsicum se describe en la figura 3.

5. Cinéticas de crecimiento de callos
a) HIPOCOTILO-CALLO: los fragmentos para la obtencifn de
callos fueron obtenidos del hipocotilo de las
pldntulas que germinaron in vitro y se pesaron en una

balanza analftica (Bosch-5200). Las cinéticas de
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b)

crecimiento se evaluaron mediante la determinacifn del

peso fresco y peso seco del callo formado.
Pesao fresco.- Se evalud cada semana el
incremento de peso de nueve fragmentos de
hipocotilo colocando cada uno en charclas de
alumiric previamente sometidas a peso
constante y posteriormente se calculd la media
aritmética (X) para obtener un dato
representative del callo formado.
Peso seco.- Los callos a los que se les
determind el peso fresco se colocaron en upa
estufa con vacfo (Lab-Line Duvu-Vac oven), a una
temperatura de 70° € hasta alcanzar peso

constante.

CALLO-CALLO: los callos con que se iniciaron éstas
cinéticas procedieron de las que se habfan inducido
pteviamente IN VITRO. Se colocaron aproximadamente 1-2
v de callc en frascos de cultivo y se determind cada

. ana, por triplicado, su peso fresco.

El crecimientc celular =e evaluf comc velocidad especifica de

crecimiento

(u) en s fase Jogarftmica la cual es expresada

mediante la siguiente ecuaciin (Aiba, 1973):

dcnde:

1]

1 dX
B e o
X dt
crecimiento expresado en gramos.

tiempo.
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A su vez, la p esta relacionada con el tiempo de duplicacitn
de la masa (td) que se expresa mediante la ecuacidn:
td = 0.693/ p
Para medir la p de los callos se emplef el método gréfico,
graficando los logaritmos de los valores obtenidos de peso contra
tiempo obteniendo la linealizacifn de la fase exponencial dcnde

el valor de la pendiente (m) corresponde a p.

6. Establecimiento del cultivo en suspensifn.

Los cultivos en suspensifn se iniciaron colocands
aproximadamente 2 g de calloc peso fresco en matraces Erlenmeyer
de 250 ml de capacidad con 50 ml de medio de cultiva,
manteniéndolos en agitacién rotativa (80 rpm) y llevando a cabo
resiembras cada 15 a 20 dfas.

6.1. Cinéticas de crecimiento en suspensitn.

Primeramente se seleccionf un tamafo de infculo con
el cual se obtendrfa un crecimiento répido y en menor tiempo.
Asf, las <cinéticas se efectuaron por duplicad: o triplicado en
matraces Erlenmeyer de 125 ml de capacidad con 25 ml de medio de
cultivo y 10 ml de in6culo de 10 a 15 dfas de edad. La toma de
muestra se hizo cada tres o cinco dfas segdn se observara el
crecimiento celular.

El crecimiento celular se evaluf mediante la determinacifin de
peso seco.

Peso seco.- El contenido de cada matraz se

past a través de un papel filtro (Whatman no.1)

de peso conocido colocado en un embudc Buchner

y conectado a una lfnea de vacfo. Las células
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colectadas se lavaron con agua desionizada y se
colocaron en wuna estufa con vacfo (Lab-Line
Duo-vac oven, Lab-Line Instruments, Inc.) a una
temperatura de 70° ¢ hasta alcanzar peso

constante.

7. Evaluacibn del contenido de capsaicinoides.
7.1, Extraccifn de capsaicinoides.

a) Fruto: a los frutos recolectados se les extrajeron
las semillas y se colocaron en una estufa de tiro forzado
(Robertshaw Controls Co.) para secarlos a una temperatura de 40 a
50 C. Posteriormente, los frutos ya secos se pulverizaron y se
procedi6 a hacer la extraccién de acuerdo al procedimiento
descrito en la figura 4.

b) Callo: a los callos obtenidos en las diferentes
cinéticas se les aplic6 el mismo procedimiento de "extraccifn
descrito en la fiqura 4.

¢) Medio semisflido: la extraccifn se hizo en los
medios donde se encontraban los callos de las cinéticas. El medio
semisflido se fundi6 en una placa de calentamiento (Stir Plate
1000 Thermclyne Co.) y se homogeniz6 con una agitador magnético
dejando solidificar nuevamente. Para la extraccifn de
capsaicinoides se emplearon 3 g de medio de cultivo homogenizado
empleando el procedimierto de la figura 4.

d) Medios en suspensifn: el medio de cultivo libre de
células se someti6 a extraccifn (3x) ccn cloroformo. El extracto

obtenido se sec6 en bafo Marfa a una temperatura de 55-60° C.
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7.2. Cuantificacifn de capsaicinoides.

A las muestras de frutos y callos se les cuantificé el
contenido de capsaicincides mediante cromatograffa de Ifquidos
de alta eficiencia (HPLC), empleando para ello un cromatégrafo
(marca Tracor) bajo las siguientes condiciones de trabajo:
columna Supelcosil-C18; fase mSvil metanol/agua (60:40 v/v) +
0.05 M de AgNOy con un flujo de 1 ml/min, asf como un detector de
luz wultravioleta a 280 nm e inyectando un voullmen de muestra de
10 pul (Tapia 1987).

Para los cultivos en suspensifn, la cuantificacifn se hizo
aplfcando el método colorimétrico propuesto por Bajaj en 1980.

Las muestras secas que fueron extraldas con cloroformo se\
redisolvieron en acetato de etilo (2ml), se agitaron y se
separaron dos muestras de 1 ml cada una en tubos de ensayo y
nuevamente se evapor6 el solvente. A continuacifin se les adicioné
a los tubos 1 ml de agua desionizada, 2 ml de HCl 0.5 M y 1 ml de
solucién de NaNOp 0.5 M y Na,MoOy 0.025 M. De acuerdo a este
procedimiento el nitrito de sodio en presencia de molibdeno como
catalizador reacciona con la capsaicina bajo condiciones é&cidas,
produciendo un compuesto de color amarillo el éua! se intensifica
adiciondndole 2 ml de NaOH 1 N. Las lecturés de absorbancia se
efectuaron contra un blanco en un espectrofotémetro (Perkin-Elmer
35) a unaiongitud de onda de 430 nm. Los datos obtenidos se
interpalardn en una curva patrdin de <capsaicina elaborada con
capsaicina (8-metil-n-vainillyl-6-nonenamide) obtenida de Sigma

Chemical Co. (Apéndice 1).
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4. tvaluaci6n del consumo de nutrientes.

En los cultivos en suspensifin se evaluf el consumo de
nutrientes, especificamente fosfatos, carbohidratos (sacarosa),
amonio y nitratos, de acuerdo a los métodos descritos a
continuacién.

CARBOHIDRATOS: Seg(n el método propuesto por Loewus
(1952). Se tom6 wuna alicuota de 5 ul de medio de cultivo y se
llev6 a un volGmen de 2 ml con agua desionizada, posteriormente
se adicionaron 0.5 ml de soluci6n de antrona al 2% y 5 ml de Hy S04
concentrado agitando vigorosamente. De esta forma se hidrolizan
los polisacdridos formando furfurales de los monosacdridos e
hidroximetil furfurales de las hexosas, los cuales en presencia
de una amina aromdtica producen compuestos coloreados. Todos los
carbohidratos excepto los aminoazlGcares dan productos coloreados.
Posteriormente la muestra se ley6 en un  espectrofotfmetro
{Perkin-Elmer 35) a una longitud de onda dé 620 nm y se calculéf
la concentracifn de azlcares interpolando los datos obtenidos en
una curva de calibracidde sacarosa (MercK). (Apéndice 2).
FOSFATO0S: De acuerdo al método propuesto por Lindberg

y Ernest en 1957, a 1 ml de medio de cultivo libre de células,
se le adicionaron 2 ml de agua destilada, 0.5 ml de H.S04 5 M, 5
ml de la solucifn de isobutanol-benceno 1:1 y 0.5 ml de molibdato
de amonio al 10%. Bajo estas condiciones el &cido fosfomolfbdico
que se forma en la solucibn &cida se extrae con la mezcla de
isobutanol-benceno. Se agitd la mezcla durante 15" y se observd
la formaci6n de 2 fases, se toma 1 ml de la fase orgdnica y se
afor6 a un volGmen de 5 ml con una solucifn étanélica de H.S04 al

(3:2). Para desarrollar el color se adicionaron 0.5 ml de wuna
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solucién de 5nCly .H,0 al 10% en HCl concentrado y se hizo la
lectura en un espectrofotdmetro (Perkin-Elmer 35) a una longitud
de onda de 724 nm. La curva patrfn se elaboré con una solucibn de
KHy POy (100 mg/ml). (Apéndice 3).

AMONIO Y NITRATOS: Para la determinacién de estos
compuestos se tomd una alfcuota de 2 ml de medio de cultivo sin
células y.se colocaron en un matraz balfén de 100 ml, adiciondndo
8 ml de agualdesionizada y 200 mg de Mg0, se procedi6 a una
destilaci6n por arrastre de vapor segGn el método propuesto por
Bremner y Keney (1960). El destilado se recogif en un matraz
Erlenmeyer dé 50 ml que contenfa 5 ml de solucifin indicadora de
dcido b6rico hasta alcanzar un volGmen final de 30 ml. Estz
destilado se titulé con una solucifn de HySO¢ 0.005 N hasta
observar el cambio de color, det-erminandose la cantidad de amonio
existente en el medio de cultivo. Al residuo del matraz de
destilaci6n se le adicionaron 200 mg de liga de Devarda y se
repitié el procedimiento de destilacifn y titulacién
anteriormente descritos evaludndose con la segunda destilacifn la

cantidad de nitratos existentes en el medio de cultivo.

30



VI.RESULTADOS

Una vez que fueron obteridos los frutos de las variedades que
se emplearon, se realiz6 la evaluacifn del contenido de
capsaicinoides en los frutos.

Los resultados obtenidos se presentan en el cuadro 5, en la
cual se observa que los frutos correspondientes a C. annuum var,
glabriusculum (chilpay y chiltepin) son los que presentaron mayor
conrtenidoc de capsaicinoides totales. Para los tres casos, los
capsaicinoides que se encontravon en mayor cantidad son
capsaicina y dihidrocapsaicina.

Posteriormente, se intent6 la germinaci6n "in vitro" de las
semillas de las tres variedades con el fin de obtener pléntulas
que servirfan como fuente de material biol8gico para el
establecimiento de callos "in vitro".

En las tablas correspondientes a la germinacifn (cuadros 6 y
7) de las semillas de las tres variedades, se muestran los
porcentajes de,germinaci6n obtenidos siguiendo la metodclogia de
la figura 5, asf como aplicando diversos tratamientos para
mejorar la germinacifn.

En el cuadro 6 se aprecia que el medio de cultivo en donde se
obtuvo wuna mayor germinacibn de semillas fué el medio de SH, en
el cual, germinaron en mayor proporcién el chile de agua y el
chiltepin.

Las semillas germinaron en todo el rango de intensidades
luminosas examinadas, observdndose que las plaﬁtulas presentaban
diferencias en sus caracteristicas morfolfgicas segdn el rango de

luz a que estuvieran expuestas. Las pldntulas obtenidas a mayor
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intensidad luminosa presentaban un mayor desarrollo foliar, y a
su vez presentaban un hipocotilo engrosado, piloso, de color
café y un color verde mis intenso, con wun amplio desarrollo
radicular; en .cambio, las pldntulas obtenidas a wuna menor
intensidad de luz, tenfan el hipocotiloc més largo, verde y con un
solo par de primordios foliares, por lo que éstas Gltimas fueron
las seleccicnadas para el establecimientodel cultivo de callos.

Por otra parte, comc el porcentaje de germinacifn de la
germinacién de las semillas fué muy bajo y por lo tanto, no habfa
suficiente fuente vegetal para intentar los primeros cultivos de
callo, se decidif tratar de mejorar la germinacifn mediante los
tratamientos de acondicionamiento descritos en Materiales ¥y
Métodos.

En el cuadro 7, se muestran los vresultados de dichos
experimentos y se puede apreciar que, previo al tratamiento de
esterilizacitn, las semillas sometidas a un remojo en solucifn de
Hy S04 , incrementaron su porcentaje de germinacifn en las tres
variedades empleadas.

Una vez que se logrd incrementar el nimero de pldntulas, se
procedifé a iniciar los cultivos de tejido callbso. empleando para
ello fragmentos del hipocotilo de las pléntulas. Se decidif
trabajar con esta parte de la planta debido a que en experimentos
preliminareé se emplearon fragmentos de hoja, hipocotilo,
epicotilo y rafz colocados bajo las mismas condiciones de cultive
para seleccionar 1a parte de la planta que formara callo més
friable y en menor tiempo y estos se obtuvieron con segmentos de
hipocotilec. Por otra parte, el cuadro 8 muestra los resultados

obtenidos en forma cualitativa el efecto de la luz socbre las

32



caracterfsticas morfclfgicas de los callos tales como tamano,
color y friabilidad, observdndose que las intensidades de luz méds
adecuadas para el desarrollo de los callos fueron 5400 lux para
C. annuum var, annuum (chile de agua) en el medio SH, y 300 lux
para los chiles de C. annuum var. glabriusculum (chilpay vy
chiltepin) en los medios MS y SH respectivamente. Bajo estas
condiciones, los callos obtenidos tenfan un buen crecimiento,
blanquecinos con tonos café& muy claros y presentaban un alto
grado de disgregabilidad, caracteristicas de suma importancia
para el establecimiento de cultivos en suspensi6n,

Una vez establecidos los pardmetros de fuente de explante e
intensidad luminosa para la formacién de callos, se llevaron a
cabo cinéticas de crecimiento de callos a partir de explantes en
ambos medios de cultivo con el fIn de seleccionar a uno de los
dos medios de cultivo empleados hasta el mcmento (figuras 5, 6 y
7).

Con respecto al crecimiento del callo del chile chiltepfn (ig.

5 ), fué posible observar que, desde el inicio de la cinética

hasta el térmiro de la misma, existié un mayor crecimiento en el
medio - H

Este mismo comportamiento se presentf en el medio MS aunque

se observd que en este medio el crecimiento para esta variedad

fué ligeramente menor, por otro lado, los callos obtenidos en el

medico SH presentaron una coloracién blanquecina con tonos

ligeramente amarillos, ademas de que fueron fdcilmente

disgregables, mientras que los callos que se obtuvieron en el

medic MS fuercn mds compactos y se tornaron café oscuro en la

33



parte final de la cinética.

La fig. 6 permite apreciar el crecimientec de callos del
chile chilpay en los medios MS y SH, observdndose que en este
Gltimo existi® wuna rtase 1lag de 14 dfas mientras que en el
primero, el crecimiento celular empez6 aproximadamente a los 3
dfas por lo tanto, en el medio MS fué posible obtener callos en
un menor perfodo de tiempc. Ademds, los callos fueron blancos
con tonalidades ligeramente cafés y muy friables mientras que en
medio SH tendfan a ser mds compactcs y menos friables presentando
una tonalidad café claro.

Por otra parte para el chile de agua, (fig. 7), se pudo
apreciar que en el medio MS existe un crecimiento celular activo
hasta los 14 dias a partir de los cuales se inicif la fase de
desaceleracién, en tanto que en el medio SH a este tiempo las
células entraron en su fase de crecimiento exponencial
obteniéndose asf una mayor cantidad de biomasa a los 28 dfas.
Para este caso, los callos obtenidos en el medio SH a partir de
explantes del «chile de agua, fueron fécilmente disgregables,
ademds de que presentaron un color blanco durante toda la
cinética de crecimiento. _

En cada cinética se calcularon los valores de u y td. Los
resultados se presentan en la cuadro 9 y en base a ellos se
decidib seleccionar uno de los medios de cultivo (MS y SH) que
permitiera el mejor desarrollo de los callos.

Posteriormente se procedif a realizar una evaluacién del
contenido de capsaicinoides en los cultivos bajo las condiciones
de luz y medio de cultive ya mencionados antericrmente.

Debido a que los callos que se obtuvieron primeramente fueron
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los del chile chiltepin, se realizé una cinética preliminar de
crecimiento evaluando a su vez la produccifn de capsaicinoides

(fig. 81 Esta cinética se realiz6 empleando callos de

]

gnraximadamente © dfas de edad que so encontreban en cu fase dec
crecimiento exponencial correspondientes a la cuarta resiembra,
sin embargo no se observ6 crecimiento celular pero sf una alta
produccién de capsaicinoides con wuna miximo de 1.9 mg
capsaicinoides/g de callo.

Posteriormente, se obtuvo el material biol6gico para realizar
las cinéticas correspondientes a las otras dos variedades con los
resultados que a continuacifn se mencionan. El chile chilpay
(fig. 9), presenta una u = 0,0509 dfas’ y una produccifn méxima
de 1.04 mg capsaicinoides/g de callo después de 21 dfas de
cultivo. Dicha producci6n empezf desde el inicio del cultivo
durante lcs siguientes siete dfas, después de los cuales, esta
empez§ a disminuir y cuando se alcanzf la fase estacionaria ya no
se cuantificaron estos metabolitos. En cambio, para la variedad
annuum (chile de agua) se obtuvo una u = 0.0954 dfas' . Sin
embargec no se detectd produccifn alguna de estos metabolitos.

Por otra parte, se establecieron cultivos en suspensifn de C.
annuum var. glabriusculum (chiltepin y chilpay) realizando
resiembras de dichos cultivos cada 15 a 20 dfas a partir de los
cuales se obtuvf el infculo para iniciar las cinéticas de
crecimiento.

Sin embargo no se logr6 establecer el cultivo en suspensién
de C. annuum var annuum (chile de agua) en los medios de cultivo
empleados en el presen*e trabajo. )

En dichas «cifieticas, se evaluf el crecimientc celular vy

35



produccién de capsaicinoides, asi comc el consumo de nutrientes
(fosfatos, carbohidratos, amonio y nitratos).

En la fig. 10a, se muestra el comportamiento de cada uno de
estos parémetros para el chile chiltepin, y se puede apreciar que
con respecto al crecimiento celular, este 1llegfh a su fase
estacionaria después de los 15 dfas con un crecimiento sigmoidal,
Con respecto a la produccifn de capsaicincides, esta empezé a los
diez dfas de cultivo que es cuando las células se encontraban en
la mitad de su crecimiento exponencial y alcanzaron su produccién
faxima al término de dicha fase cbteniendo una produccifn de 470
ug/g peso seco/l a los 15 dfas del cultivo.

En cambio con respecto a los nutrientes, 1los fosfatos son
los que se consumieron en primer término. Los demds mestraron
un consumo mds lento pero sin llegar a agotarse, en tanto que, al
llegar a la corta fase estacionaria empez6 a aumentar la cantidad
de estos nutrientes en el medio.

El chile chilpay, como se ve en la figura 11, observé el
siguiente comportamiento

En un perfodo de tiempo de 24 dfas, apenas se notf una ligera
tendencia a entrar a la fase estacionaria cor?espnndlente a la
curva de crecimiento y también se observf una curva diduxica
entre los dfas 10 y 13 (11a), para esta variedad, la produccién
de capsaicinoides empezfi a partir del octavo dia alcanzando una
produccifén médxima de 381.43 pg/g peso seco/l en el décimc sexto
dfa. Respecto a los nutrientes (11 b) como la grdfica anterior,
los fosfatos son los que se agotaron antes que los demds. En
tanto que los nitratos y amonio se consumieron aparentemente en

poca proporcifn y después de 15 dfas del cultivo.
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Por Gltimec, en el cuadro 10 se muestiran los resultados
obternidos a lg largo de la parte experimental del presente
trabajo. En este se puede observar que los chiles de la wvar.
glabyiuscuium son ius que ontienen mayor cantidaa de
capsaicinoides en el fruto y a su vez presentaron mayor
precduccién  IN VITRO tanto en callo como en los cutivos en
suspensidén, En cambio, para la var, annuum, el contenido de
capsalicinoides en fruto fué muy bajo, en tanto que en callo no

hubo produccién.
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VII. DI SCUSI1TON

Una vez obtenidos los frutcs de las variedades, se procedif a
cuantificar el contenido de capsaicinoides en los frutos. Para
ello existen, sin embargo, un gran ndmero de técnicas (lwai y
col., 1979; J.C.P.S.S.A.Ch, 1959,; Bajaj, 1980, entre otras) y
por lo tanto se tuvo que seleccionar el método apropiado que
permitiera hacer esta determinacibén. Por lo que se siguil la
metodologfa de extraccién y cuantificacién de capsaicinoides
planteada por Tapia (1987) y as! se obtuvieron los resultados de
la evaluacifn del contenido de capsaicinoides para los tres tipos
de chile mostrados en el cuadroc 5, en el cual se puede cbservar
que el chile de agua es el que tuve un menor contenide de
capsaicinoides totales de los «cuales, la capsaicina (C) vy
dihidrocapsaicina (DHC) son los que se encuentran en maycr
cantidad con un 59 y 40 % respectivamente, en tanto que la
nordihidrocapsaicina (NDC), homocapsaicina (HC) y
homodihidrocapsaicina(HDC) no fueron detectados. Con respecto a
los chiles chiltepin y chilpay de la wvar. glabriusculum el
contenido de capsaicinoides es mucho mayor y se aprecia que
capsaicina se encuentra en un 65 y 61% para ﬁada tipo de chile
respectivamente, mientras que la DHC varfa de 30 a 31% . A
diferencia de la var. annuum, se pudo cuantificar NDC en 3.36 y
7.35% para chiltepin y chilpay respectivamente.

Estos datos concuerdan ccn lc reportado por Iwai y col.
(1977), Fujiwake (1980) y Susuki y col. (1980, 1981a), quienes
mencionan que la C y DHC son los componentes del grupc de los
capsaicinoides que se encuentran en mayor proporcifin en C.

frutescens.
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Es conveniente mencionar que la determinacifn de
capsaicinoides se efectuf solo en pericarpio y placenta de los
frutos, ya que de acuerdo a reportes previos (lwai, 1977; Rowland
y cgl. 1983) en las semilias no Ocurre biosintesis de dichous
metabolitos, o si bien existe, ocurre en cantidades poco detecta-
bles y no cuantificables. De acuerdo a reportes mds recientes
(Zamski, 1987) se comprueba dicha hip6tesis al detectar que el
sitic de biosIntesis ocurre en el retficulo endopldsmico de las
células del tejido epidérmico de la placenta.

Por otra parte, al comparar los valores obtenidos en este
trabajo con las variedades ya mencionadas, con respecto a los
reportados er la biblicgraffa debe de t omarse en cuenta que
existen varios factores que limitan una comparacién directa,
tales como la especie 0 variedad seleccionadas, condiciones de
cultivo, método de cuantificacién o bien el estado de maduracifn
y condiciones bajo las cuales se llevl a cabo esta. Es importante
hacer notar que los frutos empleados en este trabajo se
encontraban en diferente estado de maduracifn, es decir, el chile
de agua y el chilpay se encontraban en estado fresco y verde
mientras que el chiltepin estaba maduro y seco, siendo estas las

ormas comunes en que los frutos son consumidos popularmente y
que al parecer son las formas en que los frutos son mds picantes.
De acuerdo a Iwai y col. (1977 y 1979) y Maga (1975) existen
variaciones en el contenido de capsaicinoides de los frutos
cuando son cosechados y maduradocs bajo luz continua o si son
cosechados después de la floracibn,

Considerando ahora otro de los aspectos &esarrollados en este

trabajo, vrespectc a la germinacifn “in vitro" de las semillas de
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Capsicum es conveniente mencionar que en condiciones naturales la
maduracién de las semillas incluye el desarrollo de mecanismos
internos que controlan el inicio de la germinacifn de tal manera
que esta coincida con perfodcs del afo en que es mds probable que
se presenten condiciones ambientales favorables para la super-
vivencia de las plantas. En las semillas de la mayorfa de las
plantas wun método de control es la reduccifn del contenidc de
humedad a un nivel inferior al que se reguiere para la
germinacién, pero la mayorfa de las semillas recién cosechadas
tienen mecanismos adicionales que impiden la germinacifn adn
cuando las condiciones del medio parezcan favorables (Hartman,
1980), mientras que otras semillas pueden germinar ayudadas de
otros mecanismcs como es el hecho de ser ingeridas por algdn
organismo, por ejemplo, aves, que dentro del tracto digestivo del
animal, la semilla recibe un "preacondicionamiento" el cual le
permite, wuna vez que es desechada al exterior, germinar méds
fécilmente.

Por otra parte, las semillas de los diferentes chiles
empleados en el presente trabajo, presentaron una germinacién muy
baja "in wvitro" (cuadro 6) en los medios de'cultivo MS y SH.

Es conveniente recordar que existen diversecs factores que
afectan la_germinaciﬁn de las semillas y que pueden impedir, en
un memento dado que ésta se lleve a cabo (Cronquist,1977;
Hartman, 1980; Cochran, 1943). Dichos factores pueden ser:

a) Impermeabilidad al agua, el cual es un factor de principal
importancia en el mantenimiento del letargo de las semillas en

especies de ciertas familias como las Solandceas.
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b) Inhibidores quimicos, que son producidos durante el
desarrollo del fruto y de la semilla y se llegan a acumular en el
fruto, las cubiertas de las semillas y el embrién.

¢) Presencia de embriones rudimentarios, donde los embriones
no se han desarrollado por completo morfolfgicamente al tiempo de
maduracién de la semilla.

d) Presencia de embriones latentes que responden al
enfriamiento.

e) Edad del fruto de donde se obtienen las semillas.

f) Luz y temperatura inadecuadas.

g) Intercambio de gases entre el embrifn y la atmfsfera.

h) Restricci6n de la aireacifn por las cubiertas de las

semillas.

Es probable que los dos primeros factores sean los que
mayormente afectan la germinacifn de las semillas., Pero en
general, debido a las limitantes antes sefialadas, en algunas
ocasiones es necesario aplicar métodos de preacondicionamiento
para estimular la germinacifn, entre estos métodos estdn el de
escarificacibn con dcido, estimulantes quimicos, almacenamiento
en seco, remojo-#ecado-remojo. etc. (Hartman, 3980).

En este caso, se decidif aplicar el primer método, pues por
la acciﬁn{del dcido, se modifica el tegumento de la semilla de
tal forma que permite el paso del agua al embrifn y estimula la
germinacifn. Esto concuerda con los resultados obtenidos en el
cuadro 7 ya que se aprecia que al emplear el método de
escarificacifn por dcido,se obtuvo la mayor cantidad de
plédntulas.

Otro factor que juega un papel muy importante para el

41



establecimiento de cultivos “in wvitro" (pléntulas, callos vy
células en suspensifn) es el efecto de la luz sobre el desarrollo
y diferenciacitn de las pléntulas y posteriormente su capacidad
para generar callos.

En los resultados obtenidos con pldntulas germinadas y
crecidas a diferentes intensidades luminosas es evidente que
presentaron diferencias morfol6gicas de acuerdo a la cantidad de
luz recibida de tal forma que aquellas que germinaron a mayor
intensidad de luz presentaron mayor desarrollo foliar con
hipocotilo engrosado, piloso y verde intenso con tonalidades
cafés en su base y amplio desarrollo radicular, en tanto que las
plantas obtenidas a baja 1intensidad de luz, presentaron
hipocotilo alargado, verde menos intenso y un solo par de
primordios foliares, en tanto que las semillas germinadas en
oscuridad, fueron de hipocotilo alargado, incoloro y sin
desarrollo foliar.

Como es sabido, la luz tiene un papel muy importante para las
plantas o tejidos vegetales en diferentes aspectos como son
crecimiento, desarrollo y patrones bioquimicos celulares y
dependiendo de la cantidad de luz que reci.ba la planta, se
llevardn a cabo sus procesos metab6licos. Para los cultivos de
tejidos ve;getales las caracteristicas de la radiacién luminosa
que afectan a las plantas en su ambiente natural son las mismas
cuando estas crecen IN VITRO y estas caracterfsticas son
clasificadas como intensidad de luz, calidad del espectro vy
perfodo de exposicfon (Staba, 1980). A su vez la intensidad de
luz parece afectar el contenido y el tipo de pigmentos, ya que

el contenido de clovofila se llega a encontrar en menor cantidad
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a baja intensidad luminosa, pero cuando esta aumenta la clorofila
disminuye en cantidad manifestandose otros pigmentos accesorios
tales como carotenoides, es decir, hay una adaptacién cromdtica
(Larcher, 1975) y a esto se puede atribuir la coloracifn del
hipocotilo de las pldntulas obtenidas en este trabajo a mayores
intensidades de luz.

En los cultivos de plantas "in vitro" las funciones normales
de los cloroplastos se ven inhibidas (Maretzki y col.,1974) por
lo tanto, es necesario proporcionar fuentes de carbono sustitutos
de aquellos carbohidratos que podrfan ser generados
fotosintéticamente en la planta. En nuestro caso, empleamos
sacarosa como fuente de carbono, misma que proporcionarfa la
energfa para el crecimiento de nuestros cultivos. Por otra parte,
existen repcrtes de algunos autores donde se establece que hay
una relacién entre intensidad de 1luz proporcionada en el
laboratorio y la fuente de carbono suministrada.

En base a la descripcifn ya mencionada, se seleccionaron las
plantas que germinaban a 300 lux, ya que, a comparacidn de las
demds, presentaban un hipocotilo vigoroso y un solo par de
primordios foliares para establecer los cultivos de callos en
ambos medios y a diferentes intensidades de luz.

Dado que los requerimientos de luz no son iguales para todos
los cultivos fué necesario detectar bajo que intensidad luminosa
se obtenfa un callo friable y de crecimiento rdpido en vista de
que existe una relacifn de fitocromo-luz (Staba, 1980; Rojas,
1984) y de acuerdo a la intensidad de luz que reciba el tejido,
se incrementa o reduce la sintesis de protéina y la divisién_

celular y esto puede influir para que se obtenga wun buen
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crecimiento del callo.

Esta evaluacitn se hizo en forma cualitativa y de acuerdo a
las caracterfsticas morfolégicas del callc antes mencicnadas
{cuadro 8).

Asf, wuna vez definida la intensidad de luz que favorecfa el
desarrollo del callo se realizfé la cinética de crecimiento para
seleccionar el medio que mejor favorecia el crecimiento celular.

Se considerf importante realizar dichas cinéticas de
crecimiento, porque la evaluacifn de u (velocidad especffica de
crecimiento) permite conocer un pardmetro cualitativo que vefleja
en general el comportamiento celular, ya sea la velocidad de
sintesis celulares, de velocidad de formacifn de productos y de
los efectos del medioc ambiente sobre estos pardmetros (Quintero,
1981).

De esta manera se obtuvieron las cinéticas de crecimiento de
las figuras 5, 6 y 7 que fueron realizadas primeramente para
determinar la velocidad de formacifn de callo a partir de
fragmentos de hipocotilo para las tres variedades trabajadas y en
dos diferentes medios de cultivo (MS y SH). Las diferencias
observadas en el comportamiento de las variedades de C. annuum
var. glabriusculum es evidente, El chile chilpay presenté un
crecimiento notoriamente superior en ambos medios de cultivo
después.de 28 dias, en t;nto que el chile chiltepin en este mismo
tiempo estaba prdacticamente al final de la fase lag en ambos
medios de cultivo, requiriendo un perfodo adicional para obsevvar
con claridad la formacifn de callos. Ademds de esta diferencia,
el medio de cultivo SH en el chile chiltepin y el medio MS en el

chile chilpay favorecieron la formacifn de callos vy sus
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caracterfsticas de disgregabilidad al final de los perfodos de
cultivo examinados, 42 y 28 dlas respectivamente.

Por otra parte, con C. annuum var. annuum (chile de agua) es
clara la formacisn de callo después de 7 dias de cultivo en ambos
medios, lo cual supera notablemente a 1o obtenido en las
variedades C. annuum var. glabriusculum y después de 28 dfas de
cultivo la cantidad de tejido calloso fué la mayor de las- tres
variedades examinadas, scbre todo en el medio SH. Esto fué
ain fias evidente debido a que en los callos de esta variedad el
contenido de agua fué mayor, como lo indican las diferencias
entre los valores de peso fresco y peso seco de la figura 7, lo
cual da lugar a callos de gran tamafio.

Esto se puede atribuir a que llega el momento en que las
células disminuyen su velocidad de crecimiento y empieza una fase
de expansifn celular, misma que puede estar dada por la absorcidén
de agua (Stafford y col. 1986) lo que hace que las células
empiecen a aumentar de volGmen y disminuya su velocidad de
divisifn celular.

Es c¢laro que existe diferencia en cuanto a la selectividad
del medio de cultivo para chiltepin y chilpay, pues a pesar de
pertenecer ambos a la var. glabriusculum cada uno present6 un
mejor crecimiento en diferente medio de cultivo. Esto se podria
atribuir en cierta forma a las condiciones naturales bajo las
cuales estas variedades crecen en sus lugares de origen (no hay
que olvidar que el chiltepin fué obtenido de Hermosillo, Son. y
el chilpay de Oaxaca) y que en ambos lugares, las condiciones
climdticas y los tipos de suelos son difereﬁtes, por lo que quiza

las células tiendan a presentar una cierta afinidad por un medio
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determinado.

por otro lado, el hecho de que los callos de wuna misma
variedad presenten diferencias morfolégicas en los dos medios de
cultivo empleadns. se puede atribuir quizéd a la diferencia en la
concentraci6n de nutrientes y de hormona, pues en base de
resultados cbtenidos por Ramos (1988), manipulando la especie C.
pubescens se puede obtener un comportamiento diferente de los
cultivos si se disminuye o aumenta la concentracifn de heormonas,
mismo que se refleja en un crecimiento mds rdpido o mds lento con
el subsecuente cambio en el contenido de biomasa.

Una vez establecido todo lo anterior se procedif a evaluar la
capacidad de biosintesis de capsaicinoides de los cultives de
callos de Capsicum, empleando los medios de cultivo que se
encontraron satisfactorios para su crecimiento, para chiltepfn y
chile agua el medio SH y para chilpay el medio MS.

Es conveniente mencionar que hasta el momentc no se ha
encontrado en la literatura ningdn reporte en donde se haga
mencifn del comportamiento de las cinéticas de crecimiento y su
produccifn de capsaicinoides a partir de callo de Capsicum.

Como se mencion6 en la seccifn de resultados, los primeros
callos obtenidos fueron los del chile chiltepin (figura &) con
los cuales se realizb una cinética en la cual nc se observd
ningln crecimiento celular en los <callos, sin embargo la
produccifn de capsaicinoides totales fué significativamente
alta. Esto probalemente puede atribuirse a que la formacién de
protefna e induccifn de crecimiento celular del callo, se vif

inhibida por algln factor originando con ello entre ctros efectos
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nc cuantificadcs un incremento en la biosintes de capsaicinoides.
Esto concuerda c¢on lo propuesto por Yeoman (1980) acerca de la
existencia de una relacifn inversamente prcporcional entre la
divisifn y crecimientc celular y la preduccién de metabolitos
secundariocs.

Por otra parte, en el chile chilpay (figura 9) la biosIntesis
de capsaicinoides tuvo el valor médximo de produccidén cuando las
células se encuentran en fase exponencial de crecimiento aunque
esto no concuerda con lo propuesto por Yeoman (1980). Sin embargo
de acuerdo a lo planteado por Stafford y col. (1986) en algunos
sistemas, el crecimiento y la sintesis del producto no son
mutuamente exclusivos y la sintesis puede ocurrir durante la fase
de crecimiento; sin embargo, hasta el momento, no hay trabajos
especificos acerca de la produccifn de capsaicinoides a nivel de
callo, sino que solo se emplea este como un paso intermedio para
pasar al establecimiento de «cultivos en suspensifn y estos
Gltimos no nos aportan datos suficientes para permitirnos dar
una explicacifn correcta de lo obtenido.

Para el chile de agua, en cambio, s6lo se observ§
crecimiento celular y no biosintesis de capsaicinoides,
probablemente debido a la rdpida velocidad de crecimiento que
presenta el callo, ademds de que en el fruto se cuantific6 wuna
cantidad muy pequeiia de capsaicinoides, 1o cual nos da una idea
de que por naturaleza, esta variedad no llega a producir estos
compuestos en grandes cantidades.

Otro aspecto importante de establecer es si la biosIntesis de
capsaicinoides por el cultivo de callos suf;e algln cambio cuando

el sistema de cultivo empleado es el de células en suspensifin,
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ademds que este sistema tiene la ventaja potencial que permite
manipular las células, nutrientes, hcrmonas y medio ambiente en
forma semejante a como Se lleva a cabo en la produccitn de
metabolitcs secundarios de microorganismos. Con estos Gltimos
generalmente se pretende primeramente inducir la biosintesis de
biomasa y posteriormente optimizar las condiciones que favorecen
la produccifn de metabeclitos secundarics.

En este caso particular, se pretende establecer los cultivos
en suspensifin de las células de Capsicum y en estos cuantificar
la produccién de capsaicincides de tal manera que en estudios
posteriores se trate de incrementar su produccién.

Por otra parte, como se mencion§ en un principio, los
nutrientes desempeiian un papel importante tanto para el
crecimiento celular como para la produccifn de capsaicinoides. De
tal forma que los mecanismos de consumo de nutrientes por células
vegetales, tienen importantes consecuencias sobre la velocidad de
crecimiento y productividad celular (Staba, 1980). Asi la
velocidad de crecimiento puede ser independiente de la
concentracién de nutrientes, mientras que la productividad final
puede ser dependiente de la cantidad de nutriéntes suministrados
y a su vez, muy pocos de ellos pueden encontrarse en el medio
después del crecimiento.

Existeh trabajos acerca de los efectos del suministro de
nutrientes sobre la sintesis y acumulaci6n de metabolitos
secundarios, donde el efecto de los nutrientes ha sido asociado
con wuna alteracifn en la velocidad de crecimientc de las células
cultivadas, aunque los mecanismos de regulacifn no sean afn

claros (Lindsey, 1985).
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En forma particular, se tienen reportes acerca de la
influencia de fosfatos, nitratos y amonio (Lindsey, 1985;
Hahlbrock,1974) y carbohidratos como sacarosa (Mizukami, 1977;
Fowier, 1578 ), especificamente, sgbre el crecimiento y
productividad del cultivo "in vitro" de especies como C. annuum,

Catharantus roseus entre otros, por lo tant6 se consider§

conveniente determinar el contenido de estos nutrientes en los
medios de cultivo en suspensién.

En la figura 10a se obtuvo una curva de crecimiento completa
para chiltepin que durf 24 dfas, donde el punto méximoe de
produccién es a los 15 dfas del cultivo, que es cuando las
células estdn en su fase de desaceleracifn. Con respecto a 1los
nutrientes, como se muestra en la figura 10b,se observd una
disminucibén de westos a lo largo de la cinética hasta llegar al
término de la fase exponencial, aunque, cuando empezd la fase de
desaceleracifn se observf un aumento en la concentracién de los
rutrientes. Esto se debid probablemente a que en dicha fase de
crecimiento, empezd a haber lisis celular , lo cual fué
verificado por observaciones al microscopio. Sin embargo de estos
nutrientes (fosfatos, nitratos, y carbohidrates) los que se
agotaron primero que los demds fueron los fosfatos y a su vez,
con este dato concuerda el contenido mdximo de capsaicinoides
producidos en este medio, con una produccifn méxima de 471.95
mg/g pesc seco celular., Nettleship y Slator (1974) sugirieron que
los fosfatos controlan la actividad de la .fosfatasa, la cual
podria hidrolizar los intermediarios activados en la sintesis de
aminpdcidos y esto podrfa provocar un auménto en la sfintesis de

metabolitos secundarios.
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En el chile chilpay (figura 11a) el comportamiento fué un
tanto diferente, ya que al principio se observS un decenso en el
crecimiento celular a los tres dfas del cultivo, lo cual pudo ser
causa del cambio de un medio de cultivo agotado de nutrientes a
un medio completo, lo que pudo haber provocado estres en las
células manifestdndose esta como lisis celular, Iliberando al
" medio nutrientes que tenfan almacenados en su interiocr, lo que
puede ser comparado con la figura 11b con el aumento que
presentaron los nutrientes examinados, posteriormente, las
células presentaron un crecimiento diduxico con wuna ligera
disminucifn a los 13 y 15 dfas del cultivo volviendo a su fase
de crecimiento exponencial.Con respecto a 1la produccifn de
capsaicinoides en esta misma gréfica, se puede observar que se
empezaron a producir a los 7Idias del «cultivo, alcanzando su
mdxima produccién a los 16 dfas del cultivo.Si observamos la
figura 11b, observamos que a medida que los cultivos fueron
creciendo, los nutrientes empezaron a disminuir aunque
nuevamente, los fosfatos se agotaron totalmente a los 10 dfas del
cultivo.

La produccifn de capsaicinoides para esta'variedad. coincidib
con lo mencionado por Stafford y col. (1986) acerca de que la
induccitn del producto ocurre debido a la limitacién de
nutrienteg de tal forma que cuando los cultivos se encuentran en
su fase de crecimiento exponencial no hay acumulacifn del
producto, sin embargo, cuando el crecimiento empieza a disminuir
hay wuna tendencia a acumular los metabolitos secundarios que las
células estdn produciendo, debido probablemente a la limitacién

de algunos nutrientes del medio.
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Como se observa, en las figuras 9, 10y 11, se puede
apreciar que llega un momento en que los capsaicinoides no se
detectan en el medio. En este caso. Lindsey y Yeoman (1984)
proponen que ia fluctuaciones en los niveles de capsaicina deben
probablemente a que en un principio, debido a las condiciones de
cultivo hay una liberaci6n ré&pida en el medio de estos
metabolitos, ya que altas concentraciones de capsaicina no se
acumulan intracelularmente. Cuando la produccibfn de capsaicina no
se efectua durante un perfodo de tiempo quizd es debido a que hay
una irhibicién por retroalimentacién de su sfntesis, lo que hace
que las células disminuyan su capacidad biosintética al menos
durante un perfodo de tiempo certo.

Lindsey, en 1985, propone que el efecto de los nutrientes
sobre la actividad metabflica secundaria puede actuar en gran
parte para alterar la actividad de las vias metabblicas
primarias. Desde el punto de vista practico, la manipulacidn de
los nutrientes esenciales permitiria hacer variar la velocidad de
divisién celular y los procesos metabflicos asociados en los
cultivos celulares que podrfian permitir emplear técnicas para la
produccifén en gran escala de metabolitos secundarios de gran
importancia. es por esto que serfa conveniernte, en estudios
posteriores, realizar una manipulacibfn del medio de tal forma que

se pueda incrementar la produccifn de dichos metabolitos.
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VIII. CONCLUSIONES

- Debido a las condiciones fisiolbgicas de las semillas de
Capsicum, fué necesario someter a las semillas a wun
preacund}cicnamientn de tipo quimico para incrementar el
porcentaje de germinacifn. EIl remojo en H2504 durante 5

minutos, fué el método apropiado para ello.

- Los callos de C. annuum var. glabriusculum fueron
disgregables cuando se emplef una intensidad luminosa de
300 lux, mientras que los de C. annuum var. annuum

requirieron de 5400 lux.

- El desarrollo de callos a partir de explante fué mejor en
medio SH para chile chiltepin y chile de agua en tanto que

el medio MS lo fué para los callos del chile chilpay.

- La produccitn de capsaicinoides por callos y células en
suspensifén de las variedades de C. annuum examinadas, no
presenta un patrfn que lo ligue a alguna etapa especifica
de crecimiento, ademds, estos metabolitos aparantemente no
son estables o al menos sufren una modificaci6n que impide

detectarlos por los métodos empleados.

- Los: capsaicinoides que se encontraron en mayor cantidad en
los frutos de los diferentes tipos de chile fueron
capsaicina, dihidrocapsaicina y en menor proporcibn

nordihidrocapsaicina.

- En callo se presentaron en maycr proporcifn capsaicina,

nordihidrocapsaicina y en menor cantidad dihidrocapsaicina,
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mientras que en los cultivos en suspensifn los (Gnicos

componentes fueron capsaicina y dihidrocapsaicina.

En los cultivos en suspensifn, el consumo de nutrientes
como los fosfatos parecerfa tener una cierta relacifin con
la produccién de capsaicinoides, aunque también la
disminucién en el contenido de nitratos y amonio en los
medios de cultivo, podrlan indicar que estos podridn ser
nutrientes limitantes que estimularan la biosintesis de

estos metabolitos.
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CUADRO 1. CLASIFICACION BOTANICA DE LA PLANTA DE
Capsicum

DIVISION: Spermatophyta
SUBDIVISION: Angiospermae
CLASE: Dicotyledoneae
ORDEN: Tubiflorae
FAMILIA: Solanaceae
GENERO: Capsicum

FUENTE: Sénchez, S. (1979).

54



CUADRO 2. PRINCIPALES REGIONES PRODUCTORAS DE CHILE Y AREA SEMBRAUA

REGION (Ha) AREA (Ha) PRINCIPALES
TIPOS DE CHILE™*
GOLFO 12 900 jalapenos y
serranos.
Veracruz 10 400
Tamaulipas (Sur) 2 500
BAJI10 12 260 anchos,
pastllas
mulatcs
Guanajuato 6 240
Aguascalientes 3 100
Jalisco 2 920
MESA CENTRAL 6 530 poblanos,
miahuatecos,
serrancs
carricillos
Puebla 3 330
Hidalgo 3 200
PACIFICO NORTE 13 500 bell, anaheim,
caribe, fresno,
serrang y ancho
Sinaloa 7 500
Nayarit 3 800
Sonora y B.C. Norte 2 200
NORTE 29 100 mirasol, ancho
jalapernc
lacatecas 16 600
Durango 3 000 .
San Luis Potost! 6 500
Chihuahua 2 000
SUR 7 200 Jalapeno, coste
ro habanero
Guerrero 2 000
Yucatédn 700
Oaxaca 4 200
TOTAL 81 490
FUENTE; SARH-INIA, (1982).

*: Nombre comin.
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CUADRO 3. CGMPONENTES PRINCIPALES DE LOS FRUTOS DE
Capsicum

. Aceites fijos
. Aceites voldtiles
. Pigmentos: capsanthina, capsorubina, B-carotenos, etc.
. Principic picante: capsaicinoides
Resinas
. Celulsosas
. Pentosas
. Protefnas

. Elementos minerales

FUENTE: Purseglove y col.(1981).



CUADRO 4. COMPOSICLION DE LOS MEDIOS DE CULLTIVO DE
MURASHIGE & SKOOG Y SHENCK & HILDEBRANDT.

MOCARIDAD EN EL MEDIO

CONSTITUYENTE (moles)
MS SH
MACRONUTRIENTES
S b
KNO 1.8 x 10, 2.5 x 10,
MgS0.7 H 0 1.5 x 10 1.5 x 10,
NH H PO — 2.5 x 10,
CaCl .2H 0 3.00 x 10, 2.5 x 10
NH NO 2.06 x 10 o
MICRONUTRIENTES
_s _5
MnSO .4 H 0 9.99 x 10, 5.9 x 10,
H BO 1.00 x 10, 1.3 x 10,
ZnS0 .7H 0 2.99 x 10, 0.35 x 10,
K1 5.00 x 10, 6.0 x 10,
CuS0. 5H 0 1.00 x 10, 8.0 x 10,
Na Mo0. 2H 0 1.00 x iQ‘ 0.41 x 10
CoCl .6H O 1.00 x 10 4.2 x 10"
FUENTE DE FI1ERRO
= -
FeSO .7H 0 1.00 x 10” 0.54 x t{fl,1r
Na EDTA 1.00 x 10 0.54 x 10
SUPLEMENTO ORGANICO
Tiamina-HCl 3.00 x 10, 1.5 x 10,
Acido nicotinico 4.66 x 10 41,0 x 10,
Piridoxina-HCI 2.40 x 10~ 2.4 x 10,
Mio-inositol 4.90 x 10 56.0 x 10
FUENTE DE :CARBONO
Sacarosa 8.80 x 10" 8.8 x 16"

FUENTE: Dixon, (1985).
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CUADRO 5. EVALUACION* DEL CONTENIDO DE CAPSAICINOQOIDES
EN FRUTOS DE C. annuum

MUESTRA [ NDC HC DHC HOC TOTAL
mg/g pesc seco

G annuum

var. annuum

(chile de

agua). 1.072 nd nd 0.73 nd 1.802
(59.48) - - (40.5) - (100)

C. annuum var.

glab¥Yiusculum

(chiltepIn) 7.81 0.40 0.1 3.57 tr 11.90
(65.69) (3.36) (0.92) (30) - (100)

C. annuum var.

glabriusculum

(chilpay) 9.14 1.1 tr 4.70 tr 14 .95
(61.16) (7.35) - (31.48) - (100)

*:empleando HPLC; nd: no detectado;
NDC: nordihidrocapsaicina; HC:

tr: trazas;

C: capsaicina;

homocapsaicina; DHC:
dihidrocapsaicina; HDC: homcdihidrocapsaicina;

%.
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CUADRO 6. PORCENTAJE DE GERMINACION "i7 vitro"DE SEMILLAS DE

C. annuum.

VARIEDAD

MEDIO DE CULTIVO

SH* MSHkw

INTENSIDAD LUMINICA

(Lux)

C. annuum var. annuum

- (chile de agua)

C. annuum var.
glabriusculum
chiltepin)

C. annuum var.
~glabriusculum
(chilpay)

" 10

15 9

190-8400

190-8400

190-8400

Temperatura: 25 + 2°C.
* Shenck & Hildebrandt
(1962) sin reguladores de crecimiento.

** Murashige & Skoog

sin reguladores de crecimiento.
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CUADRO 7. PORCENTAJE DE GERMINACION* "in vitro" DE SEMILLAS DE C. annuum
SOMETIDAS A DIVERSOS TRATAMIENTOS -

VARIEDAD

C. annuum var. C. annuum var. C. annuum var.
TRATAMIENTO annuum “gTabriusculum Tabriusculum
{chile de agua) (chilteplin) (chilpay)
MEDIO DE

CULTIVO SH MS SH MS SH MS
1) Remcjo 1 h 10 10 30 10 30 ng
(agua) 5d 10 ng 33 10 30 10

2) Remojo en 10° ng ng 20 20 20 20
hipoclorito 15° 10 ng 50 45 50 50
(1% v/v) 20° 10 ng 60 60 60 60

'3) H2 S04 0.5 M 57 11 100 80 72 67
(5 min) 1.0 M 57 18 100 82 75 87

Temperatura 25 + 2° C; Intensidad luminosa: 300 lux; ng: no germiné; d: dias.
: horas; M: moles; b: realizado antes de la desinfestacifn de la semilla.
Shenck & Hildebrandt (1972) sin reguladores de crecimiento.

: Murashige & Skoog (1962) sin reguladores de crecimiento.

(@ g <Pies gi 1
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CUADRO 8. INDUCCION DE CALLO A PARTIR DE EXPLANTES DE HIPOCOTILO
CON TRES VARIEDADES DE C. annuum. A DIFERENTES
INTENSIDADES TUMINOUSAS.

INTENSTDAD LUMINCSA {Tux])

90 300 1600 5400 8400
VARIEDAD
MEDIO DE
CULTIVO SH* MS** SH MS SH MS SH MS SH MS
C. annuum TAMARO - - + + + + +++ # Heb +4
Var. annuum COLOR - - blanquecino blanquecino café claro blanco verdsso
(chi1le de agua) FRIABILIDAD - - ++ ++ + + +++ +++ + +
C. annuum va-. TAMARO - - ++ + + + + + ++ g
glabriusculum COLOR café claro café claro café café
{chiTtepin) FRIABILIDAD — - +++ + + + T + ¥4 .
C annuum var. TAMARO + + ++ +++ + + + ++ ++ +
glabriusculum COLOK café claro café claro café blanquecino café claro
“{chilpay) FRIABILIDAD ++ +++ + +++ + + + ++ +++ ++

Temperatura: 25 + 2° C. i 6 —6

*: Shenck & Hildebrandt (1972) + 10 M PCA + 0.5 x 10 M Cinetina + 2.5 x 10 M 2,4-D.
**: Murashige & Skoog (1962) + 12.5 uM 2,4-D.

-, 4+, ++, +++: Gradc de crecimiento o de friabilidad del <callo.
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CUADRO 9. VALORES DE LA VELOCIDAD ESPECIFICA DE CRECIMIENTO (u)
Y TIEMPO DE DUPLICACION (td) DE CALLOS A PARTIR DE
HIPOCOTILO DE TRES VARIEDADES DE . annuum.

M (dias) ** td (dfas)
VARIEDAD

prl ps’ PF PS

C. annuum var.

Tannuum

(chilTe de agua) MS* 0.1397 .2191 4.9616 3.1636
SH** 0.1917 L1701 3.6157 4.0749

C. annuum var:

glabriusculum

(chilpay) MS 0.1400 .0914 4.9510 7.5836
SH 0.1346 .0900 5.1496 7:7016

C. annuum var.

glabriusculum g

chiltepln MS 0.0980 .0740 7.0729 9.3668
SH 0.1212 .1180 5.7190 5.8741

* . Murashige & Skoog (1962) + 12.5 uM de 2,4-D.

-6
** . Shenck & Hildebrandt (1972) + 10°° M PCA + 0.5 x 10 M Cinetina + 2.5 x 10 M de 2,4-D.
a : u considerando peso fresco.
b : u considerando el peso seco.
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CUADRO 10. TABLA COMPARATIVA DEL CONTENIDO DE CAPSAICINOIDES EN FRUTO,
CALLOS Y CULTIVO EN SUSPENSIGWN DE _C__ annuum.
capsaicinoides
FRUTOS CALLO CULTIVO EN
VARIEDAD (mg/g p.s.) (mg/g p.f.) SUSPENSION*
(mg/g p.s.)
C. annuum var.
annuum
(chile de agua) 1.8 0] ne
C. annuum var.
glabriusculum
(chiltepin) 11.9 1.94 0.47
“iC. annuum var.
glabrTusulum
(chilpay) 14.9 1.06 0.38

* : Obtenidos en matraces de 125 ml _con 25 ml
a : Medio Shenck & Hildebrandt + 10" M PCA +
2.5 x 10°M 2,4-D.
b : Medio Mu"ashxge & Skoog + 12.5 uM de 2,4-
ne : No establecido.

de mede de cultivo.
0.5 x 10" M Cinetina +

D
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Cc
Capsaicinoides '5
sintefasa
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t - Acido Cinamico
t-p-Acido Cumdrico
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Valina
Isobutil CoA
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Acido 8- metil- 8- nonenoico
iso - dcidos grasos)

HyCO
/CH,
HC CH;NH CO(CFL) -CH=CH-CH
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: 3

CAPSAICINA
{ o andlogos )

Fig. | Via propuesta de la Biosintesis de Vainillilamina y

Capsaicinoides .

Fujiwake, H, y col. (1962) .
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HyCO :@, CH,NHCOR
HO

GRUPO DE
R GRUPO ACILO NOMBRE CAPSAICINOIDES

H
3:CHCH=CH(CH214 - is0-Cyq capsaicina |
CH3 (CAP)
3N v g
CH(CH,). - iso-C dihidrocapsai- |
cH,” e iox0 cina (DC)
CtH
. :3:CH (CHp)g - iso-Cq,0 nordihidro - 2
H capsaicina
3
{NDC)
c
“CHCH=CH (CH,)s - iso-C homocapsai- 2
CH,’ £ ) bt cina l‘;{C}I
C
Ha:CH{CHz);, - is0-C ;0 homodihidro - 2
CHg capsaicina
(HDC)

Fig.2 Estructura quimica y nomenclatura de capsaicina y
sus andlogos. ( Susuki, 1981 ) .
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5 g de semilla de Capsicum

Remojar 1 h con agua destilada
_ Colocar 1 min en etanol al 96% v/v
Lavar con agua destilada estéril

\
Colocar las seﬁillas durante 20 min
Campana de flujo <: en ura solucifn* de hipoclorito de

laminar sodio al 1 % v/v + 0.2 ml de Tween
20.
Y
Lavar las semillas con agua destilada
estéril.

Y
Sembrar las semillas en los medios de
cultivo semisflido.

Fig. 3 Método de desinfestacifn de las semillas de Capsicum
(Ochoa, 1986).
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1 g peso seco \ 3 g callo peso fresco
fruto pulverizado o0 medio semisflido

Extraer con 25 ml metanol
(4x)

Agitar a 100 rpm/15 min
(4x)

Centrifugar a 500 rpm
15 min ¢/u  (4x)

Fruto ——————Reunir los sobrenadantes ————Callo o medio
obtenidos semisflido

aforar a 100 ml concentrar a 10 ml

Cuantificar por HPLC

Fig. 4. Diagrama de flujo del método de extraccién de
capsaicinoides contenidos fruto, _callo g medio
semis6lido de Capsicum annuum segdn Tapia (1987).




g Peso fresco/callo

15 0.2

0.9

°
(]

0 14 28 42
Tiempo (d)

Fig.5 Cinético da crecimiento de¢ callos inducidos
a partir ¢2 hipocotilo d2 C.gnnuum var.

globriusculum (chiltepin).
A Peso fresco RS A Peso seco MS

o Peso fresco SH m Peso seco SH

Intensidad luminosa® 300 lux.
Temperatura, 25:2°C.

Los datos representan la media de tres muestras
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g Peso freseo /callo

(] 14 28
Tiempo (d)

Fig.6 Cinética .de crecimlento ¢s callos inducidos
a partir ds hipocotilo da C. gnnuum vor.

glabriusculum (chilpay).
a Psso fresco MS a Peso seco MS
o Peso fresco SH s Peso seco SH

intensldad luminosa s 300 fux
Tempsratura : 25622°C

Los datos representan lo media ds fres muestras
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g Peso fresco / callo

0 10

| A

20
Tiempo (d)

Fig.7 Cinetica da crecimiento de callos inducidos
a partir de hipocotilo de C. cnnuum var.
annuum (chile de agua)

A Peso fresco MS 4 Peso seco MS
o Peso fresco SH m Peso seco SH

Intensidad Luminosa :5400 lux
Temperatura :252 2°C

Cada dato representa la media de tres muestras
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Fig8 Cinética de Crecimiento y Produccién de Capsaicinoides -a
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( Bajaj , 19680 ).

y=3.74 x 0% + 0.032
r = 0.9958

eoipugdy



Absorbancia

Aplndics 2

L y ——

Curva patrén para la
( Loewus, 1952 ).

y= 4.82 x10% + 0.09
r= 0.983
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Apéndice 3
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Curva patrén para la dstermineccién de Fosfatos
( Bremner y Keney, 1960)

y=0.024x+ 0.047
r = 0. 966
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