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l. RESUMEN 

Uno de los recursos derivados dél reino vegetal, con gran 

aplicación en la industria farmacéutica y de saborizantes son los 

Cudies quecii:lll 

comprendidos los capsaicinoides, que son los compuestos 

responsables del sabor picante del chile y que además presentan 

varias propiedades de carácter farmacológico. 

En este trabajo se presentan los resultados del contenido de 

capsaicinoides en los frutos de tres diferentes tipos de chile: 

Ca ps icum annuum var. annuum (chile de agua) y C. annuum var. 

glabriusculum (chilteptn y chilpay) evaluados mediante la técnica 

de P.PLC, obteniéndose les siguientes valores (mg capsaicinoides/g 

fruto seco): 1.8; 11.9 y 14.9 respectivamente. 

Por otra parte, des pués de diferentes preacondicionamientos 

de tipo ftsico y qulmico, se favoreci6 , la germinación de las 

s em ill as de estos frutos, para ob t ener pl~ntulas "in vitre" que 

si r vi er on como fuente para la obtención de ca 11 r..:. y 

posteriorm ente de células en suspensión en dos medios de cultivo: 

Murashig e & Sko og (196 2 ) y/o Shenck & Hild ebrandt (1972). 

Los C.J 11 OS obtenidos fueron f~ci !mente disgregables 

realizandose con ellas diversas cinéticas de crecimiento con las 

cu a les se ev ~ lúo su velocidad especifica de crecimiento (µ). 

Dichos vf l ores quedaron comprendidos entre 0.098 y 0.19 dtai A 

su vez, en dichas cinéticas se evaluó el contenido de 

capsaicinoides, mismo que fué de 1.4 y 1.9 mg capsaicinoides/g 

callo para chilteptn y chilpay respectivamente, en tanto que fué 

nula para el chile de agua. 

Los cultivos en suspensión se obtuvieron solo con los chiles 



de la var. glabriusculum observándose que la )J del chiltepfn era 
-1 

de 0.6 dfas y para chilpay 0.12 dfas con una producción máxima 

de 0.47 y 0.38 mg capsaicinoides/ g peso seco respectivamente. 

Además en el transcurso de las cinéticas de crecimiento se evaluó 

el consumo de nutrientes (fosfatos, carbohidratos, nit r atos y 

amonio) siéndo los fosfatos los que se consumieron con mayor 

rapidez, agotándose después de 10-15 dfas de cultivo, en 

comparación a los demás nutrientes, los cuales se consumieron en 

forma más lenta sin llegar a agotarse en el medio de cultivo. 
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11. INTRODUCCION 
\,' 

Sin duda alguna, el reino vegetal está dotado con una 

capacidad biosintética muy versátil, misma que ha permitido su 

empleo para satisfacer las múltiples necesidades del hombre, pues 

de las plantas se pueden obtener compuestos muy variados de gran 

importancia y la obtención de estos compuestos de origen vegetal 

se ha incrementado significativamente en los últimos años 

empleando las técnicas de cultivo de tejidos vegetales. La mayor 

parte de las investigaciones con este objetivo se han dirigido 

principalmente hacia 1 a producción de compuestos 

farmacológicamente activos, colorantes, saborizantes, gomas y 

aceites esenciales que se han empleado normalmente en la 

elabo~ación de alimentos, medicamentos y cosméticos. 

Sin emba r go, los estudios acerca de la utilización del 

cultivo de células vegetales para la producción de metabolitos 

secundarios son relativamente escasos, como en el caso del chile, 

ya que a pesar de que este juega un papel muy importante e11 la 

dieta del mexicano, en México apenas se cuenta con muy pocos 

estudios ace~ca de los principios activos de este fruto, que son 

los responsables del picor que estos presentan, ast como de su 

extracción 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 según sea la especie ·y las condiciones 

bajo las cuales estas dichas especies se reproducen. 

Estos metabolitcs tienen una gran importancia comercial, pues 
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.tienen un gran número de aplicaciones tanto en la industria 

farmacéutica como en la alimentaria (Lega, 1984; Susuky e Iwai. 

1984). 

11si, es .evidente la importancia de tratar de obtener los 

capsaicinoides por extracción 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 obtención de 

dichos 

dicha 

metabolitos secundarios con las ventajas potenciales que 

técnica conlleva, ya que una vez establecido el cultivo a 

nivel de laboratorio,podrfa ser posible posteriormente realizar 

el posiuie escalamiento a nivel de biorreactores para la 

manipulación de las condiciones fisicoqufmicas del cultivo que 

permita incrementar la producción de estos metabolitos. 

El presente trabajo de investi gación forma parte de la etapa 

inicial de un proyecto global en donde s~ pretende esto último 

para lo cual se consideró la recolección de diferentes variedades 

de chile obtenidas de diferentes estados del territorio nacional 

para, posteriormente seleccionar la o las variedades con mayor 

capacidad de biosfntesis de capsaicinoides que podrfa (n) después 

ser sometidas s diversos estudios tales como la manipulación de 

nutrientes y reguladores de c~· ecimiento, adición de precursores, 

selección de lfneas celulares altamente productoras, escalamiento 

a nivel de biorreactores, con células en suspensión o 

inmovilizadas asf como estudios de validación de la ruta de 

biosfntesis. 

Especfficamente, se trabajó con las 

agua) el cual es originario de Oaxaca, 

4 
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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 una 

misma variedad pero son de diferente lugar, se habló 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-Solis, 1986) 

corresponden a uno de los tipos de chile m6s picantes. 

Cabe aclarar que los cultivos "in vitre" se iniciaron a 

partir de las semillas de esta variedad con el fin de obtener un 

material libre de organismos contaminantes, asr como para obtener 

cultivos a partir de fragmentos de la pl6ntula un poco m6s 

homo g& neos. 
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111. OBJETIVOS 

1. Establecer las condiciones bajo las cuales germinen "in 

vitro" las semillas de tres diferentes variedades de 

Capsicum annuum. 

2. Establecer el cultivo ''in vitro" (callo y células en 

suspensión) de las variedades de Capsicum annuum ya 

especificadas a partir de un fragmento de a.lgGn órgano de 

la pl6ntula obtenida. 

3. Determinar el contenido de capsaicinoides en el fruto y en 

los cultivos de callos y células en suspensión previamente 

establecidos. 

4. Evaluar algunas de las caracterfsticas cinéticas de los 

culttvos "in vitro"(µ, consumo de nutrientes) 
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1 V. ANTECEDENTES 

1. Cult i vo de tejidos vegetales. 

El cultivo de tejidos vegetales se refiere al cultivo "in 

vitre" de cualquier parte de la planta bajo condiciones 

asépticas, ya sea una célula, 
( .\ 

tejido u órgano ~~Estas técnicas 

tienen un gran potencial corno herramienta en estudios b~sicos y 

aplicados en la rnicropropagación de especies económicamente 

i mporta ntes y como un modelo que permita hacer estudios 

fi s iológicos, genéticos, morfológicos y bioquímicos así corno para 

la obtención de metabolitos secundarios, ya que estos, por su 

im por tancia en la industria, pueden se r obtenidos mediante esta 

té cn ica de tal manera qu e incluso, se pued e n llevar los cultivos 

a una mayor escala para obtener una mejor y mayor producción de l 

producto deseado 

Las etapas funda me ntales implicadas en el cultivo de tejidos 

veg etales son muy simples, corno a continuación se menciona: 

1. Es necesario aislar fragri1entos de tejidos u órganos de 

una planta completa y, 

2. A estos tejidos proporcionarles un medio ambiente 

apro piado en el cual pueda expresar su capacidad intríns eca o 

inducida (L6pez, 1985). 

El éxito de dicho cultivo de tejidos vegetales esta muy 

infl uen ciado por la composición química de los medios de cultivo 

utilizados y otros par~metros ambientales como luz, temperatura, 

hu me dad, etc. Los medios de cultivo en general se encuentran 

constituídos por los siguientes componentes: 
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J. Sales inorgánicas. 

a) Macronutrientes. 
b) Micronutrientes. 

JI. Vitaminas. 

111. Reguladores de crecimiento (Fit ohormonas). 

IV. Aminoácidos y suplementos orgánicos. 

V. Carbohidratos. 

VI. Agua. 

VII. Agente solidificante. 

VIII. Suplementos no definidos. {López, 1985) 

Para establecer los cultivos de tejidos se emplean pequenos 

segmentos de órganos como rafees. tallos, hojas, riecfnlo, 

embriones y partes de los órganos reproductivos. 

r~ Cua ndo un órgano, tejido o célula es inoculado y cultivado en 

.¿) ( medios sintéticos, el patrón de desarrollo pu ede continuar de 

manera semejante al que tenfa en la planta o cambia r totalmente. 

Estos aspectos se basan en el principio de totipotencialidad 

celular, es decir, que cada célula contiene un banco de genes que 

permite la producción 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 información genética de la célula de que procedió y posee 

la capacidad de regeneración del organismo adulto. De ah! que el 

término totipotencia se refiera al potencial genético total 

celular (Moore, 197 9 ; Fowler, 1981). 

Por otra parte, El desarrollo de la planta es un proceso 

rfgidamente regulado, en donde intervienen sustancias orgánicas 

que pueden actuar en cantidades muy pequenas (< mM). Estas 
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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, 

extremadamente importantes en la integración de las actividades 

del desarrollo y provocan respuestas de la planta al medio 

ambiente físico externo, ademAs de regular Ja expresión del 

potencial genético intrfnseco 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 

posible obtener a partir de !os segmentes inoculados, después de 

un corto tiempo, nuevo material celular, que recibe el nombre de 

callo, que es una masa de células no diferenciadas y de 

c~ e cimiento 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 pu ede 

lograr una división organizada para dar lugar a un órgano de Ja 

planta perfectamente distinguible, ya sea una hoja, un tallo, 

rale es o embriones (Robert, 1985). La respuesta observada durante 

el cultivo depende de la fuente de tejido (tipo de tejido, 

posición de la planta, especie, etc) ast como la composición del 

medio sintético y las condiciones del medio ftsico (Ochoa, 1985). 

Cuando los callos se inoculan en medio liquido y se mantienen 

en agitación continua, las células se separan .del tejido formando 

una suspensión constitutda por células individuales o por 

pequeños agregados celulares. El establecimiento de los cultivos 

en suspensión depende en gran medida del grado de disgregabilidad 
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del callo. Esta técnica de cultivo es ampliamente usada como un 

sistema de estudio de las vfas del metabolismo secundario. 

inducción enzim~tica y expresión genética, ade~as de ser una 

fuente de material para la purificación de enzimas (üixon, 1985). 

De acuerdo a Robert (1985) el cultivo in vitre presenta 

varias ventajas, entre las que se pueden mencionar las 

siguientes: 

1) Las condiciones ffsicas y qufmicas pueden ser controladas 

en for~a tal que permitan la observación de respuestas a 

nivel bioqufmico y fisiológico. 

2) Se pueden obtener clonas genéticamente estables de una 

cierta caracterfstica. 

3) Cada célula es un organismo exper im ental que pued e volv e r 

a diferenciarse e iniciar un de sa rrollo organizad o que da 

como resultado la formación de nuevos organismo s co mp l eto s 

y fértiles. 

4) Manipular una gran cantidad de células y analizar un gran 

número 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 extinción, asf como su propagación. 

6) Se evita el empleo de herbicidas y pesticidas que lleyu~n 

a danar al cultivo. 

De tal manera que el cultivo con estas caracteristicas puede 

abarcar cinco ~reas: 

a) micropropagaci6n. 
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b) preservación de germoplasma. 

e) mejoramiento genético. 

d) biostntesis de metabolitos. 

e) investigación b~sica. 

z. Metabolitos secundarios. 

Como se sabe, las plantas acumulan sustancias organicas en 

cantidades suficientes que permiten su aprovechamiento 

empleandolas como materias primas tanto en la industria como para 

fines cientfficos. Asr. 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 gr~ndes grupos de 

sustancias que todas las plantas producen: 

a) METABOLITOS PRIMARIOS: Son substancias ampliamente 

distribuidas en la naturaleza. manifest4ndos~ én todos 

los organi~mos. En las plantas superiores tales 

compuestos se concentran en semillas y pa~tes 

vegetativas. Estos metabolitos est4n asociados con los 

procesos vitales de las células y la secuencia de 

reacciones donde estas aparecen se distingue porque t 5 

posible encontrarlas en las rutas metabólica s 

primarias. 

b) METABOLITOS SECU""DARIOS: Son compuestos biosintética . 

mente deriiados de los metabolitos primarios y paree 

ser que su distribución general y su ubicación est4n 

restringidos, pues cadá compuesto en particular 

aparece en solo un pequeno grupo de organismos. Estos 
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metabolitos se caracterizan por su ausencia de función 

metabólica esencial en el organismo, pero muchas veces 

tienen un papel de tipo ecológico, participando 

claramente en la reproducción del organismo mediante 

la atracción de insectos transportadores de polén, asf 

como adaptaciones qu1micas a alteracion es am ~ ientales 

o bien como defensas de tipo qu1 mico contra 

microorganismos, insectos 

aún sobre las plantas 

col.,1985; Vining, 1986). 

y predadores superiores 

mismas (Baland r in, F. 

y 

y 

Generalmente, los metabolitos secundarios son productos 

Exist en tres vegetales que tienen mas valor co mercial. 

principales categor1as de metabolitos secundarios: ac e ites 

esencial e s, glucósidos y alcaloides. Los aceites es encial es 

consiste n de una mezcla de terpenoides y son emp l eados co mo 

Los g lucósidos agen t es saborizantes, 

incluy en flavonoides, 

perfumes 

saponinas, 

y solvent es. 

fenólicos, tanino s , glucósidos 

ciano gé nicos y aceites de mostaza, mismos que son empleados como 

tinturas, colorantes para alimentos y de uso farmacéutico. Los 

alcaloides son un gtupo diverso de compuestos con mas de 4000 

estructuras conocidas. Generalmente, tales compuestos son muy 

activos fisiológicamente en los humanos y consecuentemente son 

de fu erte interés para la producción de medicinas. Algunos 

ejemplos son morfina, nicotina, atropina y cocafna ( Shuler, 

1981). 

Ademas se sabe que dichos metabolit os 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 n ~ ~ lt { vo 

y esto nos indica que los cultivos celulares en crecimiento no 

son una buena fuente de obtención de productos secundarios 

(Yeoman, 1980). Asi mismo, en un cultivo "in vitro"la acumulación 

de pr oductos secundarios ocurre principalme~te cuando la 

velocidad de crecimiento del cultivo disminuye y cuando este 

muestra cierta diferenciaci ón celular. En general, los cultivos 

de rápido crecimiento y que no muestran organización de ningún 

tipo acumulan los productos secundarios en bajas cantidades, es 

"~r esto que se considera q~e existe una relación inversa entre 

el crecimiento la diferenciación y acumulación de dichos 

compuestos (Lindsey, 1983). 

Actualmente se considera que para lograr la aplicación 

industrial del cultivo de tejidos vegetales para la producción de 

metabolitos secundarios se deben intentar satisfacer las 

siguientes condiciones co mo requerimientos minimos: 

a) Las velocidades de crecimient o celular y 

deberán ser suficientes par a la obtención 

cantidad del producto fin a l y en un perfodo 

corto. 

biosint - 0.is 

de mayor 

de tiempo 

b) Las células vegetales deberán ser genéticamente est~bles 

para que su producción sea constante. 

c) Los metabolitos deberán ser acumulados en las células sin 

que sean catabolizados rápidamente o, preferiblemente, 

dEberán ser liberados en el medio, y 

d) Los costos de producción deberán 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 explotación comercial de los cultivos de tejidos 

vegetales para • la producción de metaoolitos secundarios, con10 

son: 

- Reducción del crecimiento y concentración celular como 

consecuencia de la manipulación del medio. 

- Control de la diferenciación celular. 

- Pérdida de totipotencia celular. 

- Tendencia de las células a formar agregados. 

- Inestabilidad genética, que se llega a manife s tar mediante 

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

A pesar de lo anterior, se siguen empleando y a su vez 

modificando las técnicas ya existentes con el fin de encontrar 

una forma conveniente de explotación de dichas sustancias. Un 

procedimiento usual de lograr la producción de metabolitos 

secundarios en los cultivos de células vegetal e s es la 

manipulación del medio de cultivo asf como de los reguladores de 

crecimiento, o bien la variación de las condiciones ffsicas tales 

como luz y temperatura. Estos factores pueden variar de tal forma 

que las cantidades del producto de interés pueden exceder a las 

producidas por la planta misma (Stafford y col. 1986). 
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3. Oescripci6n de Capsi~um. 

La palabra Capsicum, término que se aplica a los frutos de 

as numerosas variedades de esta planta viene del griego ukapso" 

4ue significa morder, haciendo alusi6n a lo picante d~i fruto, Y 

l• palabra chile proviene del n4huatl "chil1i" qué significa 

c1 psula debido a la forma del fruto que g~arda dentro de sr las 

gemillas (Lomelt, 1986). 

Las plan~as de Capsicum (Cuadro 1) ocurren de manera 

espontanea 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 ~1cKersgill, 1975) 

tiene un gran Mmer'o de cultivares y es el éhlle n\4s importante 

desde el punto de vista econOmico. 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, . ere~to y muy ramificado, de .45 a 100 Clil. de 

a 1 to. Usualmente maduran en estadtos tempranos y crecen 

anualmente. Los frutos sori 'ba~as indehiscentes con muchas 

semillas, penduloso o erecto y generalmente se sostienen en forma 

individual en fos nodoL Lo-s frutos son extremadamente variables 

en .hman_o, forma y color, as.f como en el grado de picor. 

General~ente se encuentran entre 0.8 a 30 cm de la rgo con un 

di~metro de ancho variable _y puede ser lineal, cOnico o globoso. 

El fruto inmaduro puede ser verde, amarillo o púrpura y cuando 

madura es rojo, anaranjado, amarillo.café o púrpura. Las semillas 

son aplanadas, amarillo pálido y de 3 a 5 mm en su diámetro mas 
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largo (Purseglove, 1981). 

c. annuum var. glabriusculum (Duna!, en Spices, 1981), es 

otra variedad de C. annuum y de acuerdo a Heiser y Pickersgill 

(1975) esta variedad es pr obablemente el ancestro de la var. 

annuum con la cual se llega a cruza r . Esta variedad es empleada 

generalmente como condimento. No es cultivada. Sus frutos son 

ext r emadamente picantes, de aproximadamente 13 mm de diámetro. 

Erectos y deciduos. De acuerdo a Heiser (1969 ) la variedad 

glabriusculum 'fué transportada a América Central y México por las 

aves, las cual es dispersan las semillas de los fruto s, o bie n po r 

el ho mbre mism o . Una vez in trodu c ida el homb r e la culti vó y 

mediante la selección de div er sos ha bitats sur gió una gr an 

dive r sidad en la forma y color de lo s frutos asr como en el gr ado 

de picor. Esta variedad está más am pliame nte distribufd a desde el 

su r este de Estad os Unid os, Méxic o y América Cent r al has t a llega r 

a Colombia. Estos frutos reciben diversos nombres vulga res de 

acuerdo a la región donde este se cultive: chiltepfn, chilpaya, 

mira pa'rriba, chile de monte, entre otros. En forma general , se 

les conoce como chiles piquines (Long-Solts, 1986). 

En la actualidad, México es el pafs del mundo donde se 

consume más chile y tiene destinadas a su cultivo grandes 

extensiones , de tierra distribuidos por todo el territorio 

mexicano (c uadro 2). A su ve z, deb ido a la domestic ac i ón de la 

planta, esta ha sufrido modificaciones en las caractertsticas de 

sus frutos presentando diferencias en su color, sabor, tamano, 

olor y gr ado de pi co; (L ome l f, 1986 ) 

Aunque se conside~ a que existen ap r oximadamente 20 especies 
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silvestres del género Capsicum, de acuerdo a la FAO se reconocen 

solo cinco especies domesticadas: Capsicum annuum var. annuum, f.:_ 

frutescens, f.:_ baccatum var. penduJum, C. chinense y C. pubescens 

í i'i a~ d , 1 9 15 ; Pu r se \1 1 o" e , 1 98 í i . 

El chile (Capsicum es, entre otros, uno de Jos productos 

agrícolas que 

nuestro pafs 

oleoresina, 

capsaicinoides, 

México exporta. A pesar de ello, 

el extracto saborizante el cual 

se importa a 

es denominado 

que se compone de aceites, pigmentos y 

siendo estos últimos los responsables del picor 

que los frutos de esta planta presentan. 

La composición general de los frutos de esta planta, se 

muestra en el cuadro 3 y el contenido 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 

s er ~n el motivo 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. Años ~as tarde, Micko (1898) también obtuvo el 

compuesto en forma pura y cristalina y fué el primero en detectar 

Ja presen ci a de un grupo hidroxifen6lico y un grupo metoxi en la 

molécula de capsaicina, hecho que lo condujo a la detección de un 

grupo vainillil. 

Posteriormente, en 191 0, Nelson estableció la estructura 

qufmica de la capsaicina, proponiendo que tiene una unidad b~sica 

llamada vainillilamina y el ~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) corroboró 

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 fórmula 

estructural de la capsaicina y asf mismo, aseguran que existen 

cinco vainillilamidas con variaciones en las cadenas laterales 

de ácidos 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 sfntesis de estos compuestos inicia a partir de la 

fenilala~ina y la incorporación de dicho aminoácido a capsaicina 

se realiza por la via del ácido cinámico. 

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 cual se sintetiza la 

vainillilamina, mientras que la valina y la leucina sirven como 

precursores de las cadenas de ácidos grasos que se unirán al 

anillo de la vainillilamina para formar la capsaicina y análogos. 

Cabe aclarar que los capsaicinoides son cristales blancos, que 

carecen de olor y sabor, cuyo punto de fusión es de 64-65 e 

(J.C.P.S.S.A.Ch. 1959) y que reciben su nombre de acuerdo al 

número 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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metd bülitos secundarios se encuentra en I~ fig. 2. 

El contenido de estos compuestos varta en el fruto de una 

especie a otra y aDn de una variedad a otra (Maga, 1975) de tal 

;11drrE:~ a 4uE: se ¡;ueJt!r1 e111:.1Jr1l:-dr va:-ieciade:> 11 GL1iCE:S" las ~Lidies 110 

tienen picor o si este existe es mtnimo. Para este tipo de 

variedades la formación y acumulación de los capsaicinoides en 

los f~utos se detectó durante la maduración 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 dtas de 

maduración después de la cosecha en comparación de los 2.4 3.2 

ug/100 g de peso seco de muestra de placenta y fruto entero a los 

4 dtas respectivamente. (lwai,K. y col, 1977). En las variedades 

picantes sin embargo, se ha cuantificado una mayor cantidad de 

capsaicinoides inmediatamente después de la floración, alcanzando 

un maximo cuando llegan a la maduración (lwai y col. 1979). 

Otha (1962), Fujiwake y col. (1982) y Rowland y col. (F•'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 recept~culo de capsaicinoides, 

posteriormente, Susuki y col. (1980) empleando técnicas de 

microscopia de luz y ultravioleta propusieron que dicha 

biostntesis era realizada en la vacuola y pequeñas veslculas 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 

hipótesis. En estudios 

emplearon técnicas de 

células epidérmicas comprobando su 

m~s recientes, Zamski . y .col. (.1987) 

microscopia electrónica para dilucidar 
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especff icamente en un nivel interno de la célula el sitio de 

biosfntesis y proponen que esta se realiza en compartimientos 

internos del retfculo endopl~smico y que existen vesfculas 

receptoras de capsaicinoides derivados de pequeños fragmentos del 

retfculo endopl~smico que migran hacia el citoplasma y se funde n 

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 

cuantificación de los capsaicinoides, entre los que se pueden 

mencionar: la evaluación sensorial por métodos organolépticos, 

colorimetrfa, espectrofotometrfa, espectrometrfa infrarrojo, 

espectrometria de masas, cromatograf[a en columna, cromatograf[a 

en papel, cromatograffa en capa fina, 

cro matograffa de lfquidos de alta 

(Susuki, T., lwai, K. 1984). 

cromatograffa de 

resolución, entre 

gases, 

otros 

Los capsaicinoides constituyen un grupo de particular interés 

ya que tienen diversas aplicaciones, entre las que se pued e n 

mencionar las siguientes: en la industria alimenticia como 

"saborizante", para la fabricación de cosméticos como 

rubefacientes,en la industria tabacalera, en la agricultura como 

repelente en los productos agrfcolas y en la industria 

farmacéutica desempeñan un papel muy importante, ya que actúan 

sobre las formas estructurales de los receptores del dolor a 

través de su reacción con una sustancia qufmica del cerebro 

denominada sustancia P y que se relaciona directamente con la 

transmisión del dolor (Virus y Gebhart, 1979; Leeman y Gamse, 

1981). También son el principio activo de medicamentos contra el 

reumatismo, flatulencia dolores musculares. actúa 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 

indlgenas y existen otros probables usos, los cuales aún están en 

investigación 

del cáncer. 

So 11 s , 1 986 ) • 

como es el caso de la posible aplicación en contra 

el cólera, el tifo y la malaria (Maga, 1975; Long-
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V. MATERIALES Y METODOS 

1. Material biolOgico. 

Las variedades de Capsicum empleadas en el presente trabajo 

fueron: 

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

Fruto grande, forma cónica con cajete en la unión del pedúnculo. 

Cuerpo ciltndrico o aplanado con ápice puntiagudo o chato. Verde 

claro cuando es inmaduro y rojo cuando es maduro. Picante. 

Capsicum annuum var. glabriusculum (chilteptn). 

Hermosillo, Son. Frutos pequeños de menos de 13 mm de diámetro. 

Erectos y desiduos. Redondos u ovalados. Silvestre. 

Extremadamente picante. 

Capsicum annuum var. glabriusculum (chilpay). Oaxaca, 

Oax. Fruto de aproximadamente 5 cm de largo, e recto y desiduo, 

ovalado. Silvestre. Extremadamente picante. (Long-Solts, 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 composición se muestra en el cuadro 4. 

Estos ,medios minerales con sus componentes org8nicos se 

emplearon para estimular la germinación "in vitro"de las semillas 

de Capsicum, mientras que para establecer los cultivos de cal Jos 

y células en suspensión estos medios de cultivo fueron 

suplementados con reguladores de crecimiento; para el medio MS se 

empleó -1 
ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) 12.5 x 10 M, en 

22 



-6 

tanto que para el medio SH se adicionaron 2,4-0 (2.5 x 10 M), 
' _; -6 

Ac. p-clorofenoxiacético (1.0 x 10 M) y Cinetina (0.5 x 10 

M).(Ochoa, 1986). 

mi de los medios de cultivo anteriores, empleando como agente 

solidificante Gelrite (Kelco Oivision of Merck & Co., lnc.) en 

una cantidad de 1.5 gr/!. 

Los cultivos en suspensión se desarrollaron en matraces 

Erlenmeyer de 125 mi de capacidad con 30 mi de medio de cultivo 

sin ag ente solidificante. Para la preparación de los medios, se 

emple6 agua desionizada obtenida mediante una columna mixta 

Rarnstea (Sargent-Welch Scientific Co.) El pH se ajustó a 5.8 en 

un potenc ió me tro (Fisher Accumet Modelo 525 digital), empleando 

soluciones de KOH 1M y HCI 1M según se requiriera. 

Lo s medios de cultivo se esterilizaron en un autoclave a 15 
~ 

lb/pulg durante 15 minutos, manipulando los cultivos en 

condiciones de asepsia empleando para ello una campana de flujo 

laminar (Veco). 
• n',' 

3. Condiciones de cultivo. 

Los cultivos en medio semisólido (obtención de pl~ntulas y 

de callos) se mantuvieron en un cuarto de incubación bajo las 

siguientes condiciones: 

a) Iluminación: con lámparas de luz fluorescente (bl anco 

frfo) de 32 watts. Los cultivos de los medios semisólidos fueron 

expuestos a diferentes intensidades Juminos~s. La intensidad 

lu mfnica utilizada se especifica en cada exp~rimento. 
o 

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

Por otra parte, los cultivos en suspensión se incubaron 

en una agitadora rotatoria (New Brunswick Scientific Co., lnc. 

modelo G53) a una velocidad de 80 rpm con una amplitud de giro 

de 2 pulgadas. La temperatura se mantuvo a 25 ± t C mediante un 

sistema de aire acondicionado y la intensidad luminosa empleada 

fué de 5000 lux. 

4. Desinfestaci6n de la semilla. 

Las semillas fueron sometidas también a diversos 

pretratamientos antes y durante su desinfestaci6n con el fin de 

acondicionarlas para aumentar el número de plantulas 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 solución de H2S04 

1M y 0.5M durante 5 minutos. 

iii) Desinfestación de la semilla en hipoclorito de 

sodio 1% v/v durante 10,15 y 20 minutos. 

El procedimiento general para desinfestar las semillas de 

C a p s i cu rn se, d es c r i be e n 1 a f i g u r a 3 • 

5. Cinéticas de crecimiento de callos 

a) HIPOCOTILO-CALLO: los fragmentos para la obtención de 

callos fueron obtenidos del hipocotilo de las 

plantulas que germinaron .!...!'.. vitro y se pesaron en una 

balanza analftica (Bosch-5200). Las cinéticas de 
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crecimiento se evaluaron mediante la determinación del 

peso fresco y peso seco del callo formado. 

Peso fresco.- Se evaluó cada semana el 

incremento de peso de nueve fragmentos de 

hipocotilo colocando cada uno en charolas de 

aluminio previamente sometidas a peso 

constante y posteriormente se calculó la media 

aritmética (XJ para obtener un dato 

representativo del callo formado. 

Peso seco.- Los callos a los que se les 

determinó el peso fresco se colocaron en una 

estufa con vacfo (Lab-Line Duo-Vac oven), a una 

temperatura de 70° c hasta alcanzar peso 

constante. 

b) CALLO-CALLO: los callos con que se iniciaron éstas 

cinéticas procedieron de las que se hab[an indu~ido 

pre viamente IN VITRO. Se colocaron aproximadamente 1-2 

~~ : · de cal lo en frascos de cultivo y se determinó cada 

~t ~ na, por triplicado, su peso fresco. 

El crecimier;tG ce lular ~ e evaluó como velocidad especffica de 

creci miento (p) en íJ f a se logarftmica l a cual es expresada 

mediante la siguien te ecu0c i 6n (Aiba, 1973): 

dX 
)J = 

X dt 
dende: 

X crecimiento expresado en gramos. 

t tiempo. 
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A su vez, laµ esta relacionada con el tiempo de duplicación 

de la masa (td) que se expresa mediante la ecuación: 

td = 0.693/ ~ 

Para medir la~ de los callos se empleó el mé todo gr~fico, 

graficando los logaritmos de los valores obtenidos de peso contra 

tiempo obteniendo la linealización de la fase exponencial dende 

el valor de la pendiente (m) corresponde aµ. 

6. Establecimiento del cultivo en suspensión. 

Los cultivos en suspensión se iniciaron colocando 

aproximadamente 2 g de callo peso fresco en matrace s Erlenmeye r 

de 250 mi de capacidad con 50 mi de medio de cultiv~. 

manteniéndolos en agitación rotativa (80 rpm) y llevando a cabo 

resiembras cada 15 a 20 dfas. 

6.1. Cinéticas de crecimiento en suspensión. 

Primeramente se seleccionó un tamaño de inóculo con 

el cual se obtendrfa un crecimiento r!pido y en menor tiempo. 

Asl, las cinéticas se efectuaron por duplic a d ~ o t r iplicado en 

matraces Erlenmeyer de 125 mi de capacid ad coíl 25 mi de medio de 

cultivo y 10 mi de inóculo de 10 a 15 dfas de edad. La toma de 

muestra se hizo cada tres o cinco dfas según se observara el 

crecimiento celular. 

El crecimiento celular se evaluó mediante la det e rminación de 

peso seco. 

Peso seco.- El contenido de cada matraz se 

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

de peso conocido colocado en un embudo Buchner 

y conectado a una linea de vacro. Las células 
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colectadas se lavaron ;c9n agqa ctes jonlzada Y. se 

colocaron en una estufa con vacto (Lab-Line 

Ouo-vac oven, Lab-Line Instruments, Inc.J a una 

tempe r atura de 709 e 

constante. 

hdsta alca nz ar peso 

7. EvaluaciOn del contenido de capsaicinoides. 

7.1. ExtracciOn 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 

pr ocedió a hacer la extracción de acuerdo al procedimiento 

descrito en la figura 4. 

b) Callo: a los callos obtenidos en las diferentes 

cinéticas se les aplicó el mismo procedimiento de extracción 

descrito en la figura 4. 

c) Medio semisOlido: la extracción se hizo en los 

medios dond e se encontraban los callos de las cinéticas. El medio 

semis6lido se fundió en una placa de calentamiento (Stir Plate 

1000 Thermolyne Co.) y se homogenizó con una agitador magnético 

dejando solidificar nuevamente. Para la extracción de 

capsaicinoides se emplearon 3 g de medio de cultivo homogenizado 

empleando el procedimie~to de la figura 4. 

d) Medios en suspensiOn: el medio de cultivo libre de 

células se sometió a extracción (3x) con cloroformo. El extracto 

obtenido se secó en ba~o Marta a una temperatura de 55-60° C. 
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7.2. Cuantificación de capsaicinoides. 

A las muestras de frutos y callos se les cuantificó el 

contenido de capsaicinoides mediante cromatograffa de líquidos 

de alta eficiencia (HPLC), empleando para ello un crornatógrafo 

(marca Tracor) bajo las siguientes condiciones de trabajo: 

columna Supelcosil-C18; fase móvil metanol/agua (60:40 v/v} + 

0.05 M de AgN~ con un flujo de 1 ml/min, asf como un detector de 

luz ultravioleta a 280 nm e inyectando un valúmen de muestra de 

10 µl (Tapia 1987). 

Para los cultivos en suspensión, la cuantificación se hizo 

aplicando el método colorimétrico propuesto por Bajaj en 1980. 

Las muestras secas que fueron extraídas con cloroformo '-se 

redisolvieron en acetato de etilo (2ml), se agitaron y se 

separaron dos muestras de 1 mi cada una en tubos de ens ayo y 

nu e vam ente se evaporó el solvénte. A continuación se les adicionó 

a los tubos 1 mi de agua desionizada, 2 mi de HCl 0.5 M y ml de 1 

solución de NaNO~ 0.5 M y Na~MoO~ 0.025 M. De acuerdo a este 

procedimiento el nitrito de sodio en presencia de molibdeno como , 

catalizador reacciona con la capsaicina bajo condiciones ~cidas, 

produciendo un compuesto de color amarillo el cual se intensifica 

adicion~ndole 2 mi de NaOH 1 N. Las lecturas de absorbancia se 

efectu aron contra un blanco en un espectrofotómetro (Perkin-Elm e r 

35) a una longitud de onda de 430 nm. Los datos obtenidos se 1 

interpolaron en una curva patr6n de capsaicina elaborada con 

capsaicina (8-metil-n-vainillyl-6-nonenamide) obtenida de Sigma 

Chemical Co. (Apéndice 1). 
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b. Eva l uación del consumo de nutrientes. 

En los cultivos en suspensió n se evaluó el consumo de 

nutrientes, especfficamente fosfatos, carbohidratos (sacarosa), 

amonio y nitratos, de acuerdo a los métodos descritos a 

continuación. 

CARBOHIDRATOS: Según el método propuesto por Loewus 

(1952). Se tomo una alicuota de 5 pi de medio de cultivo y se 

llevo a un volúmen de 2 mi con agua desionizada, posteriormente 

se adicionaron 0.5 mi de solución de antrona al 2% y 5 mi de H~so~ 

co nc ent rado agitando vigorosamente. De esta forma se hidrolizan 

lo s polisacarldos formando furfurales de los monosacarldos e 

hid rox i~e t il furfurales de las hexosas, los cuales en presencia 

dé una am ina aromatica producen compuestos colo r eados. Todos los 

carbohid r atos excepto los aminoazúcares dan pr oductos coloreados. 

Po ste r iormente la muestra se leyó en un espectrofotOmetro 

(Perkin-Elmer 35) a una longitud de onda de 620 nm y se calculó 

la concentración de azúca r es interpolando los datos obtenidos en 

una curva de calibracióde sacarosa (MercK). (Apéndice 2). 

FOSFATOS: De acuerdo al método propuesto por Lindberg 

y Ernest en 1957, a 1 mi de medio de cultivo libre de células, 

se le adicionaron 2 ml de agua destilada, 0.5 ml de H~so~ 5 M, 5 

ml de la solución de lsobutanol-benceno 1 :1 y 0.5 mi de molibdato 

de amonio al 10%. Bajo estas condiciones el acido fosfomollbdico 

que se forma en la solución acida se extrae con la mezcla de 

isobutanol-benceno. Se agitó la mezcla durante 15" y se observó 

la formación de 2 fases, se toma 1 mi de la fase or ganica y se 

aforó a un volúmen de 5 mi con una solución etanólica de H~so~ al 

(3:2). Para desarrollar el color se adicionaron 0.5 ml de una 
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solución de ::inCli. .H'l.O al 10 % en HCl concentrado y se hizo la 

lectura en un espectrofotómetro (Perkin-Elmer 35) a una longitud 
/ 

de onda de 724 nm. La curva patrón se elaboró con una solución de 

KHi.P0'1 (100 µg/JTII). (Apéndice 3). 

AMONIO Y NITRATOS: Para la determinació n de estos 

compuestos se tomó una altcuota de 2 mi de medio de cultivo sin 

células y se colocaron en un matraz balón de 100 mi, adicionando 

8 mi de agua desionizada y 200 mg de MgO, se procedió a una 

destilación por arrastre de vapor según el método propuesto por 

Bremner y Keney (1960). El destilado se recogió en un matraz 

Erlenmeyer de 50 ml que contenta 5 mi de solución indicad or a de 

ácido bórico hasta alcanzar un volOmen final de 30 mi. Es te 

destilado se tituló con una solución de Hi.SO~ 0.0 05 N hasta 

obse r var el cambio de color, determin~ndose la c~nti d a d de amonio 

existente en el medio de cultivo. Al residuo del matraz de 

destilación se le adicionaron 200 mg de liga de Dev ar da y se 

repitió el procedimiento de destilación y titulación 

anteriormente descritos evaluándose con la segunda dest i !ación la 

cantidad de nitratos existentes en el medio de cultivo. 
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VI. RE SU L TA DOS 

una vez que fueron obtenidos los frutos de las variedades que 

se emplearon, se realiz~ la evaluación 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 chiltepfn) son los que presentaron mayor 

cor.tenido de capsaicinoides totales. Para los tres casos, los 

capsaicinoides que se encontraron en mayor cantidad son 

capsaicina y dihidrocapsaicina. 

Posteriormente, se intentó la germinación "in vitre" de las 

se millas de las tres variedades con el ffn de obtener 

que se rvirfan como fuente de material biológico 

establecimiento de callos "in vitre". 

plántulas 

para el 

fn las tablas correspondientes a la germinación (cuadros 6 y 

7) de las semillas de las tres variedades, se muestran los 

porcentajes de.germinación obtenidos siguiendo la metodolog[a de 

la figura 5, asr como aplicando diversos tratamientos para 

mejorar la germinación. 

En el cuadro 6 se aprecia que el medio de cultivo en donde se 

obtuvo una mayor germinación de semillas fué el medio de SH, en 

el cual, germinaron en mayor proporción el chile de agua y el 

chiltepfn. 

Las semillas germinaron en todo el rango de intensidades 

luminosas examinadas, observándose que las plántulas presentaban 

diferencias en sus caracterfsticas morfológicas según el rango de 

luz a que estuvieran expuestas. Las plántulas 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 más intenso, con un amplio desarrollo 

radicular; en . cambio, las plántulas obtenidas a una menor 

intensidad de luz, tenfan el hipocotilo más largo, verde y con un 

solo par de primordios foliares, por lo que éstas últimas fueron 

las seleccionadas para el establecimientodel cultivo de callos. 

Por otra parte, come el porcentaje de germinación de la 

germinación de las semillas fué muy bajo y por lo tanto, no habfa 

suficiente fuente vegetal para intentar los primeros cultivos de 

callo, se decidió tratar de mejorar la germinación mediante los 

tratamientos de acond1c1onamiento descritos en Materiales y 

Métodos. 

En ·e1 cuadro 7, se muestr an los resultados de dichos 

experimentos y se puede apreciar que, previo al tratamiento de 

esterilización, las semillas sometidas a un remojo en solución de 

Ht SO~ , incrementaron su porcentaje de germinación en las tres 

variedades empleadas. 

Una vez que se legró incrementar el número de plántulas, se 

procedió a iniciar los cultivos de tejido calloso, empleando para 

ello fragmentos del hipo cotilo de las plántulas. Se decidió 

trabajar con esta parte de la planta debido a que en experimentos 

preliminares se emplearon fragmentos de hoja, hipocotilo, 

epicotilo y rarz colocados bajo las mismas condiciones de cultive 

para seleccionar la parte de la planta que formaya callo más 

friable y en menor tiempo y estos se obtuvieron con segmentos de 

hipocotilo. Poy otra parte, el cuadro 8 muestra los resultados 

obtenidos en forma cualitativa el efecto de la luz sobre las 
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características morfológicas de los callos tales como tamaño, 

color y friab1lidad, observándose que las intensidades de luz más 

ad ec uadas para el desarrollo de los callos fueron 5400 lux para 

C. annuum var, annuum (chile de agua) en el medio SH, y 300 lux 

chiles de C. annuum var. glabriusculum (chilpay y para los 

chiltepín) en los medios MS y SH respectivamente. ~ajo estas 

condiciones, los callos obtenidos tenían un buen crecimiento, 

blanquecinos con tonos café muy claros y presentaban un alto 

grado de disgregabilidad, características de suma importancia 

para el establecimiento de cultivos en suspensión. 

Una vez establecidos los par~metros de fuente de explante e 

intensidad luminosa para la formación de callos, se llevaron a 

cab o cinéticas de crecimiento de callos a partir de explantes en 

ambos medios de cultivo con el fín de seleccionar a uno de los 

dos medios de cultivo empleados hasta el momento (figuras 5, 6 y 

7). 

Con respecto al crecimiento del callo del chile chiltepín (~ig. 

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

hasta el término de la misma, existió un mayor crecimiento en el 

medio : H 

fste mismo comportamiento se presentó en el medio MS aunque 

se observó que en este medio el crecimiento para esta variedad 

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

medio SH presentaron una coloración blanquecina con tonos 

ligeramente amarillos, adem~s de que fueron fácilmente 

di sgregab les, mientras que los callos que se obtuvieron en el 

medio MS fueron más co mp actos y se tornaron café oscuro en la 
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parte final de la cinética. 

La fig. 6 permite apreciar el crecimiento -Oe callos del 

chile chilpay en los medios MS y SH, observandose qu e en este 

Gltimo existió una rase 1ag de 14 dlas mientras que en el 

primero, el crecimiento celular empezó aproximada me nte a los 3 

dlas por lo tanto, en el medio MS fué posible obtener callos en 

un menor per[odo de tiempo. Ademas, los callos fueron blancos 

con tonalidades ligeramente cafés y muy friables mientras que en 

medio SH tendfan a ser más compactos y menos friabl es presentando 

una tonalidad café claro. 

Por otra parte para ~l chile de agua, (fig. 7), se pudo 

apreciar que en el medio MS existe un crecimiento celular activo 

hasta los 14 dfas a partir de los cuales se inició la fase de 

desaceleración, en tanto que en el medio SH a est e ti empo las 

células entraron en su fase de crecimiento e xponencial 

obteniéndose asf una mayor cantidad de biomasa a los 28 d!as. 

Para este caso, los callos obtenidos en el medio SH a partir de 

explantes del chile de agua, fueron fácilmente disgregables, 

además 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 

decidió seleccionar uno de los medios de cultivo (MS y SH) que 

permitiera el mejor desarrollo de los callos. 

Posteriormente se procedió a realizar una evaluación del 

contenido de capsaicinoides en los cultivos bajo las condiciones 

de luz ~ medio de cultivo ya mencionados anteriormente . 

Debido a que los callos que se obtuvieron primeramente fueron 

34 



, Jos de l chile chiltepin, se realizó una cinética preliminar de 

crecimiento evaluando a su vez la producción de capsaicinoides 

( f i g. 8). Esta cinética se realizó empleando callos de 

crecimiento exponencial correspondientes a la cuarta resiembra, 

sin embargo no se observó crecimiento celular pero sf una alta 

producción de capsaicinoides con una máximo de 1. 9 mg 

capsaicfnoides/g de callo. 

Posterio r mente, se obtuvo el material biológico para realizar 

las cinéticas correspondientes a las otras dos variedades con los 

resultados que a continuación se mencionan. El chile chilpay 
-1 (fig. 9), presenta una~ ~ 0.0509 dfas y una producción máxima 

de 1 .04 mg capsaicinoides/g de callo después de 21 dfas de 

cultivo. Dicha producción empezó desde el inicio del cultivo 

durante los siguientes siete dfas, después de los cuales, esta 

empe2ó a disminuir y cuando se alcanzó la fase estacionaria ya no 

se cuantificaron estos metabolitos. En cambio, para la variedad 

annuum (chile de agua) se obtuvo una~ = 
_, 

0.0954 dfas 

embargo no se detectó producción alguna de estos metabolitos. 

Sin 

Por otra parte, se establecieron cultivos en suspensión de C. 

arinuum var. glabriusculum (chiltepfn y chilpay) realizando 

resiembras de dichos cultivos cada 15 a 20 dfas a partir de los 

cuales se obtuvo el inóculo para iniciar las cinéticas de 

crecimiento. 

Sin embargo no se logró establecer el cul~ivo en suspensión 

de C. annuum var annuum (chile de agua) en los medios de cultivo 

em p leados en el presen+e trabajo. 

fn dichas ci~eticas, se evaluó el crecimiento celular y 
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producción de capsaicinoides, asl com o el consumo de nutrientes 

(fosfatos, carbohidratos, amonio y nitratos). 

En la fig. 10a, se muestra el comp ortamiento de cada uno de 

estos parámetros para el chile chilte pln, y se puede apreciar que 

con respecto al crecimiento celular, este llegó 3 su fase 

estacionaria después de los 15 dfas con un crecimiento sigmoidal , 

Con respecto a la producción de capsaicinoides, esta emp ezó a los 

diez dlas de cultivo que es cuando las células se encontraban en 

la mitad de su crecimiento exponencial y alcanzaron su producción 

maxima al término de dicha fase obteniendo una pr oducción de 470 

~g/g peso seco/! a los 15 dlas del cultivo. 

En cambio con respecto a los nutrientes, los fosfatos son 

los qu e se consumieron en primer término. Los demás mostraron 

un consumo más lento pero sin llegar a agotars e , en ta nto que, al 

llegar a la corta fase estacionaria empezó a aumentar la cantidad 

de estos nutrientes en el medio. 

El chile chilpay, como se ve en la figura 11, observó el 

siguiente comportamiento 

En un periodo de tiempo de 24 dlas, apenas se notó una ligera 

tendencia a entrar a la fase estacionaria correspondiente a la 

curva de crecimiento y también se observó una curva diáuxica 

entre los dfas 10 y 13 (11a), para esta variedad, la producción 

de capsaicinoides empezó a partir del octavo dla alcanzando una 

producción m~xima de 381.43 pg/g peso seco/! en el décimo se xto 

dfa. Respecto a los nutrientes (11 b) como la gráfica anterior, 

los fosfatos son los que se agotaron an tes que los demás. En 

tanto que lo s nitratos y amonio se consu mieron aparente me nt e en 

poca proporción y después de 15 dlas del cultivo. 
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Por último, en el cuadro 10 se muestran los resultados 

obter.1dos a lo largo de la parte experimental del presen t e 

trabajo. En este se puede observar que los chiles de la var. 

g lab r iustuium son ius que ~ontienen mayor cant1daa de 

capsaicinoides en el fruto y a su vez presentaron mayor 

producción IN VITRO tanto en callo como en los cutivos en 

suspensión. En cambio, para la var, annuum, el contenido de 

capsaicinoides en fruto fué muy bajo, en tanto que en callo no 

hubo producción. 
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VII. O I S C U S I O N 

Una vez obteni do s los fru t os de la s var iedades, s e pr ocedió a 

cuantificar el contenido de capsaicinoid es en lo s f r ut os. Para 

ello exis te n, sin embargo, un gran númer o de técnic as (lwai y 

col., 1979; J.C.P.S. S.A.Ch, 1959,; Bajaj, 1980, entr e otras) y 

por lo tanto se tuvo que selecciona r el método apro p iado que 

permitiera hacer esta determinación . Por lo que se siguió la 

metodologfa de extracción y cuantificación de capsaicinoides 

planteada por Tapia (1987) y asr se obtuvi e ron los resultados de 

la evaluación del contenido de capsaicinoides para los tres tipos 

de chile mostrados en el cuadro 5, en el cual se pued e observa r 

que el chile de agua es el que tuvo un meno r conte nido de 

capsaicinoides totales de los cuales, la ca psa icina (C) y 

dihidrocapsaicina (DHC) son lo s que se encu entran en may or 

cantidad con un 59 y 40 % respectivamente, en tanto que la 

nordihidrocapsaicina (NDC), ho mocapsaicina (HC) y 

homodihidrocapsaicina(HDC) no fueron detectados. Con r es pec t o a 

los chi,les chiltepfn y chilpay de la var. gla briusculu m el 

contenido de capsaicinoides es mucho mayor y se ap re cia que 

capsaicina se encuentra en un 65 y 61 % pa ra cada tip o de chile 

respectiv amente, mientras que la DHC varia de 30 a 31 % A 

di f e rencia de la va r . annuum, se pudo cuantificar NDC en 3.36 y 

7.35% para chiltepi n y chil pay respectivamente. 

Estos datos conc ue r dan con lo reportado por lwai y col. 

(1977), Fujiwake (1980) y Susuki y col. (1980, 1981a), quienes 

mencionan que la C y DHC son los com ponentes del grupo de los 

capsaicinoides que se encuentran en mayor proporción en C. 

frutescens. 
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[ S' conveniente mencionar que la determinación de 

cdpsaicinoides se efectuó solo en pericarpio y placenta de los 

frutos, ya que de acuerdo a reportes previos (lwai, 1977 ; Rowland 

'i e e ! . 1 9 e 3 ) e" l as :; :! ;r. i : 1 a:; r.::; o e u;·:- e b i o:; I n t b i s ci e u i 1,; i 1 u s 

metdbolitos, o si bien existe, ocurre en cantidades poco detecta­

bles y no cuantificables. De acuerdo a reportes más recientes 

(Zamski, 1987) se comprueba dicha hipótesis al detectar que el 

sitio de biosintesis ocurre en el retfculo endoplásmico de las 

células del tejido epidérmico de la placenta. 

Por otra parte, al comparar los valores obtenidos en este 

trabajo con las variedddes ya mencionadas, con respecto a los 

reportados en la biblicgrafia debe de t ornarse en cuenta que 

ex i sten varios factores que limitan una comparación directa, 

tales co mo la especie o va r iedad seleccionadas, condiciones de 

cultivo, método de cuantificación o bien el estado de maduración 

y condicione s bajo las cuales se llevó a cabo esta. Es importante 

hacer nota r que los frutos empleados en este trabajo se 

encontraban en diferente estado de maduración, es decir, el chile 

de agua y el chilpay se encontraban en estado fresco y verde 

mi entras que el chiltepin estaba maduro y seco, siendo estas las 

for mas comunes en que los frutos son consumidos popularmente y 

qu e al parecer son las formas en que los frutos son más picantes. 

De acuerdo a Iwai y col. (1977 y 1979) y Maga (1975) existen 

variaciones en el contenido de capsaicinoides de los frutos 

cuand o son cosechados y madurados bajo luz continua o si son 

cosechados después de la f loraciOn. 

Considerando ahora otro de los aspectos desarrollados en este 

trabajo, respecte a la germinación "in vitro" de las semillas de 
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Capsicum es conveniente mencionar que en condiciones naturales la 

maduración de las semillas incluye el desarrollo de mecanismos 

internos que controlan el inicio de la germinación de tal manera 

que esta coincida con perfodcs del año en que es m~s probable que 

se presenten condiciones ambientales favorables para la super-

vivencia de las plantas. En las semillas de la mayorfa de las 

plantas un método de control es la reducción del contenido de 

humedad a un nivel inferior al que se requiere para la 

germinación, pero la mayorfa de las semillas recién cosechadas 

tienen mecanismos adicionales que impiden la germinación aún 

cuando las condiciones del medio parezcan favorables (Hartman, 

1980), mientras que otras semillas pueden germinar ayudadas de 

otros mecanismos como es el hecho de ser ingeridas por ~lgún 

organismo, por ejemplo, aves, que dentro del tracto digestivo del 

animal, la semilla recibe un "preacondicionamiento" el cual le 

permite, una vez que es desechada al exterior, germinar m~s 

fc1cilmente. 

Por otra parte, las semillas de los diferentes chiles 

empleados en el presente trabajo, presentaron una germinación muy 

baja "in vitre" (cuadro 6) en los medios de cultivo MS y SH. 

Es conveniente recordar que existen diversos factores que 

afectan la germinación de las semillas y que pueden impedir, en 

un momento 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 ae ciertas familias como las Solanáceas. 
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b) Inhibidores qulmicos, 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 embrión. 

c) Presencia de embriones rudimentarios, donde los embriones 

no se han desarrollado por completo morfológicamente al tiempo de 

maduración de la semllla. 

d) Presencia de embriones latentes que responden al 

enfriamiento. , 

e) Edad d~i fruto de donde se obtienen las semillas. 

f) Luz y temperatura inadecuadas. 

g) Intercambio de gases entre el embrión y la atm6sfera. 

h) Restricción de la aireaci6n por las cubiertas de las 

semillas. 

Es probable que los dos primeros factores sean los que 

mayormente afectan la germinaci6n de las semillas. Pero en 

general, · debido a las limitantes antes senaladas, en algunas 

ocasiones es necesario aplicar métodos de preacondicionamiento 

para estimular la germinación, entre estos métodos est3n el de 

escarificación con 4cido, estimulantes qulmicos, almacenamiento 

en seco, remojo-secado-remojo, etc. (Hartman, 1980). 

En este caso, se decidió aplicar el primer método, pues por 

la acción del 4cido, se modifica el tegumento de la semilla de 

tal forma que permite el paso del agua al embrión y estimula la 

germinación. Esto concuerda c~n los resultados obtenidos en el 

cuadro 7 y~ que se aprecia que al emplear el método de 

escarificación por 4cido,se obtuvo la mayor cantidad de 

pl4ntulas. 

Otro factor que juega un papel muy importante para el 
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establecimiento de cultivos "in vitre" (plántulas, callos Y 
"-
cllulas en suspensión) es el efecto de la luz sobre el desarrollo 

y diferenciación de las plántulas y posteriormente su capacidad 

para generar ca·llos. 

En Jos resultados obtenidos con plántulas germinadas y 

crecidas a diferentes intensidades luminosas es evidente que 

bresentaron diferencias morfológicas de acuerdo a la cantidad de 

luz recibida . de tal forma que aquellas que germinaron a mayor 

intensidad ~e 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 intensidad de 1 uz. 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 bioqufmicos celulares y 

dependiendo de la cantidad de luz que reciba la planta, se 

llevarán a cabo sus procesos metabólicos. Para los cultivos de 

tejidos vegetales las caracterlsticas de la radiación 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 y 

periodo de exposicfon (Staba, 1980). A su vez Ja intensidad de 

luz parece afectar el contenido y el tipo de pigmentos, ya que 

el contenido de clorofila se llega a encontrar en menor cantidad 
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,a bala . intensidad luminosa, pero cuando esta aumenta la clorofila 

disminuye en cantidad manifestandose otros pigmentos accesorios 

tales como carotenoides, es decir, hay una adaptación cromAtica 

(Larcher, 1975) y a esto se puede atribuir la coloración del 

hipocotilo de las plAntulas obtenidas en este trabajo a mayores 

intensidades de luz. 

En los cultivos de plantas "in vitro" las funciones normales 

de les cloroplastos se ven inhibidas (Maretzki y col.,1974) por 

lo tanto, es necesario proporcionar fuentes de carbono sustitutos 

de aquellos carbohidratos que podrfan 

fotosintéticamente en la planta. En nuestro 

sacarosa como fuente de carbono, misma que 

ser generados 

caso, empleamos 

proporcionarra la 

energfa para el crecimiento de nuestros cultivos. Por otra parte, 

existen reportes de algunos autores donde S E establece que hay 

una relación entre intensidad de luz proporcionada en el 

laboratorio y la fuente de carbono suministrada. 

En base a la descripción ya mencionada, se seleccionaron :as 

plantas que germinaban a 300 lux, ya que, a comparación de las 

demas, 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 rápido en vista de 

que existe una relación de fitocromo-luz (Staba, 1980; Rojas, 

1984) y de acuerdo a la intensidad de luz que reciba el tejido, 

se incrementa o reduce la sfntesis de protefna y la división 

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

Esta evaluación se hizo en forma cualitativa y de acuerdo a 

las caracterfsticas morfológicas del callo antes mencionadas 

(cuadro 8). 

Asf, una vez definida la intensidad de luz que favorecfa el 

desarrollo del callo se realizó la cinética de crecimiento para 

seleccionar el medio que mejor favorecia el crecimiento celular. 

Se consideró importante realizar dichas cinéticas de 

crecimiento, porque la evaluación de u (velocidad especifica de 

crecimiento) permite conocer un par~metro cualitativo que refleja 

en general el comportamiento celular, ya sea la velocidad de 

sintesis celulares, de velocidad de formación de productos y de 

los efectos del medio ambiente sobre estos par~metr os (Quintero, 

198 1). 

De esta manera se obtuvi eron las cinéticas de crecimiento de 

las figuras 5, 6 y 7 que fueron realizadas prim e ramente para 

determinar la velocidad de formación 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 presentó un 

crecimiento notoriamente superior en ambos medios de cultivo 

después de 28 dfas, en tanto que el chile chiltepin en este mismo 

tiempo estaba pr~cticamente al final de la fase lag en ambos 

medios de cultivo, requiriendo un periodo adicional para observar 

con claridad Ja formación de callos. Adem~s de esta diferencia, 

el medio de cultivo SH en el chile chiltepin 

chile chilpay favorecieron Ja formación 
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caracter!sticas de disgregabilidad al final de los perfodos de 

cultivo examinados, 42 y 28 dfas respectivamente. 

Por otra parte, con C. annuum var. annuum (chile de agua) es 

clara !a fcrmaci6n de callo después de 7 dlas de cultivo en dmbos 

medios, lo cual supera notablemente a lo obtenido en las 

variedades C. annuum var. glabriusculum y después de 28 dfas de 

cultivo Ja cantidad de tejido calloso fué la mayor de las tres 

variedades examinadas, sobre todo en el medio SH. Esto fué 

aún ~as 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 tamaño. 

Esto se puede atribuir a que llega el momento en que las 

células disminuyen su velocidad de crecimiento y empieza una fase 

de expansión celular, misma que puede estar dada por la absorción 

de agua (Stafford y col. 1986) lo que hace que las células 

empiecen a aumentar de volúmen y disminuya su velocidad de 

división celular. 

Es claro que existe diferencia en cuanto a la selectividad 

del medio de cultivo para chilteptn y chilpay, pues a pesar de 

pertenecer ambos a la var. glabriusculum cada uno presentó un 

mejor crecimiento en diferente medio de cultivo. Esto se podrta 

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 chiltepfn fué obtenido de Hermosillo, Son. y 

el chilpay de Oaxaca) y que en ambos lugares, las condiciones 

climAticas y los tipos de suelos son diferentes, 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 callo s de una misma 

variedad presenten diferencias morfológicas en los dos medios de 

cultivo empleados, se puede atribuir quizA a la dif e rencia en l a 

concentración de nutrientes y de hormona, pue s en base de 

resultados obtenidos por Ramos (1988), manipulando la especie C. 

pubescens se puede obtener un comportamiento dife r ente de los 

cultivos si se disminuye o aumenta la concentración de hormonas, 

mismo que s~ refleja en un crecimiento mAs r~pido o m!s lento con 

el subsecuente cambio en el contenido de biomasa. 

Una vez establecido todo lo anterior se pr oc ed ió a evaluar la 

capacidad de bioslntesis de capsaicinoide s de l os cultivos de 

callos de Capsicum, empleando los medio s de cultivo que se 

encontraron satisfactorios para su crecimient o , para chi ltepfn y 

chile agua el medio SH y para chilpay el medio MS. 

Es conveniente mencionar que hasta el momento no se ha 

encontrado en la literatura ningún reporte en donde se haga 

mención del comportamiento de las cinéticas de crecimiento y su 

producción de capsaicinoides a partir de callo de Capsicum. 

Como se mencionó en la sección de resultados, los primeros 

callos obtenidos fueron los del chile chiltep[n (figura 8) con 

los cuales se realizó una cinética en la cual no se observó 

ningún crecimiento celular en los callos, sin embargo la 

producción de capsaicinoides totales fué significativamente 

alta. Esto probalemente puede atribuirse a que la formación de 

protelna e inducción de crecimiento celular del callo, se vi6 

inhibida por algún factor originando con ello entre otros efectos 
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no cuantificadcs un incremento en la biosfntes de capsaicinoides. 

Esto concuerda con lo propuesto por Yeoman (1980) acerca de la 

existencia de una relación inversamente proporcional entre la 

dlvlsi6n y crecimlentc celular y la prcducción de metabolitos 

secundarios. 

Por otra parte, en el chile chilpay (figura 9) la biosfntesis 

de capsaicinoides tuvo el valor m~ximo de producción cuando las 

células se encuentran en fase expofiencial de crecimiento aunque 

esto no concuerda con lo propuesto por Yeoman _(1980). ~in embargo 

de acuerdo a lo planteado por Stafford y col. (1986) en algunos 

sistemas, el crecimiento y la stntesis del producto no son 

mutuamente exclusivos y la stntesis puede ocurrir durante la fase 

de crecimiento; sin embargo, hasta el momento, no hay trabajos 

e spectficos acerca de la producción de capsaicinoides a nivel de 

callo, sino que solo se emplea este como un paso intermedio para 

pasar al establecimiento de cultivos en suspensión y estos 

últimos no nos aportan datos suficientes para permitirnos dar 

una explicación correcta de lo obtenido. 

Para el chile de agua, en cambio, 

crecimiento celular y no biostntesis de 

sólo se observó 

capsaicinoides, 

probablemente debido a la r~pida velocidad de crecimiento que 

presenta el callo, adem~s de que en el fruto se cuantificó una 

cantidad muy pequena de capsaicinoides, lo 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 biosfntesis de 

capsaicinoides por el cultivo de callos sufre algún cambio cuando 

el sistema de cultivo empleado es el de células en suspensión, 
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adem~s que este sistema tiene la ventaja pote ncial que permite 

manipular las células, nutrientes, hermanas y medio ambiente en 

forma semejante a como se lleva a cabo en la producción de 

metaboli~os secunaarios ae microorganismos. Con esto s últimos 

generalmente se pretende primeramente inducir la biostntesis de 

biomasa y posteriormente optimizar las condiciones que favorecen 

la producción de metabolitos secunda r ics. 

En este caso particular, se pretende establecer los cultivos 

en suspensión de las células de Capsicum y en estos cuantificar 

la producción de capsaicinoides de tal manera que en estudios 

posteriores se trate de incrementar su producción. 

Por otra parte, como se mencionó en un principio, los 

nutrientes desempeñan un papel importante tanto para el 

crecimiento celular como para la producción de capsaicinoides. üe 

tal fo r ma que los mecanismos de consumo de nutrientes por células 

vegetales, tienen importantes consecuencias sobre la velocidad de 

crecimiento y productividad celular (Staba, 1980). Asr Ja 

velocidad de crecimiento puede ser independiente de Ja 

concentración de nutrientes, mientras que la productividad final 

puede ser dependiente de la cantidad de nutrientes suministrados 

y a su vez, muy pocos de ellos pueden encontrarse en el medio 

después del crecimiento. 

Existen trabajos acerca de los efectos de l suministro de 

nutrientes sobre la srntesis y acumulación de metabolitos 

secundarios, donde el efecto de los nutrientes ha sido asociado 

con una alteración en la velocidad de crecimiento de las células 

cultivadas, aunque los mecanismcs de regulación no sean aún 

claros (Lindsey, 1985). 
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En forma particular, 

influencia de fosfatos, 

se tienen reportes acerca de la 

nitratos y amonio (Lindsey, 1985; 

Hahlbrock,1974) y carbohidratos como sacarosa (Mizukarni, 1977; 

fowler, 1978 ), esµec rf i cdmente, sobre el cre~imiento y 

productividad del cultivo "in vitro" de especies como S annuurn, 

Catharantus roseus entre otros, por lo tantó se consideró 

conveniente determinar el contenido de estos nutrientes en los 

medios de cultivo en suspensión. 

En la figura 10a se obtuvo una curva de crecimiento completa 

para chilteptn que duró 24 d[as, donde el punto m~ximo de 

producción es a los 15 dlas del cultivo, que es cuando las 

células est~n en su fase de desaceleración. Con respecto a los 

nutrientes, como se muestra en la figura 10b,se observó una 

disminución de estos a lo largo de la cinética hasta llegar al 

término de la fase exponencial, aunque, cuando empezó la fase de 

des aceleración se observó un aumento en la concentración de los 

nutrientes. Esto se debió probablemente a que en dicha fase de 

crecimiento, empezó a haber lisis celular lo cua 1 fué 

ve~ificado por observaciones al microscopio. Sin embargo de estos 

nutrientes (fosfatos, nitratos, y carbohidratos) los que se 

agotaron primero que los dem~s fueron los fosfatos y a su vez, 

con este dato concuerda el contenido m~ximo de capsaicinoides 

producidos en este medio, con una producción m~xima de 471.95 

mg/g peso seco celular. Nettleship y Slator (1974) sugirieron que 

los fosfatos controlan la actividad de la .fosfatasa, la cual 

podrta hidrolizar los intermediarios activados en la stntesis de 

amtno~cidos y esto podrta provocar un aumento en la stntesis de 

metabolitos secundarios. 
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En el chile chilpay (figura 11a) el comportamiento fué un 

tanto diferente, ya que al principio se observ6 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 manifestAndose esta como lisis celula~. liberando al 

medio nutrientes que tentan almacenados en su interior, lo que 

puede ser comparado con la figura 11b con el aumento que 

presentaron los nutrientes examinados, posteriormente, las 

células presentaron un crecimiento di~uxico con una ligera 

disminución a los 13 y 15 dtas del cultivo volviendo a su fase 

de crecimiento exponencial .Con respecto a la producción de 

capsaicinoides en esta misma grAfica, se puede observar que se 

empezaron a producir a los 7 dtas del cultivo, alcanzando su 

máxima producción 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 producción de capsaicinoides para esta variedad, coincidió 

con lo mencionado por Stafford y col. (1986) acerca de que la 

inducción del producto ocurre debido a la limitación de 

nutrientes de tal forma que cuando los cultivos se encuentran en 

su fase de crecimiento exponencial no hay acumulación del 

producto, sin embargo, cuando el crecimiento empieza a disminuir 

hay una tendencia a acumular los metabolitos secundarios qu e las 

células est~n produciendo, debido probablemente a la limitación 

de algunos nutrientes del medio. 

50 



Como se observa, en las figuras 9. 10 y 11, se puede 

aprecia~ que llega un momento en que los capsaicinoides no se 

detectan en el medio. En este caso. Lindsey y Yeoman ( 1984} 

proponen que ia fl uctudC iones en los niveles de capsaicina deben 

probablemente a que en un principio, debido a las condiciones de 

cultivo hay una liberación r~pida en el medio de estos 

metabolitos, ya que altas concentraciones de capsaicina no se 

acumulan intracelularmente. ~uando Ja producción de capsaicina no 

se efectua durante un período de tiempo quiz~ es debido a que hay 

una inhibición por retroalimentación de su síntesis, lo que hace 

que las células disminuyan su capacidad biosintética al menos 

durante un período de tiempo corto. 

Lindsey, en 1985, propone que el efecto de los nutrientes 

sobre la actividad metabólica secundaria puede actuar en gran 

parte para alterar la actividad de las vias metabólicas 

pri marias. Desde el punto de vista pr~ctico, la manipulación de 

los nutrientes esenciales permitirla hacer variar la velocidad de 

división celular y los procesos metabólicos asociados en los 

cultivos celulares que podrfan permitir emplear técnicas para la 

producción en gran escala de metabolitos secundarios de gran 

importancia. es por esto que sería conveniente, en estudios 

posteriores, realizar una manipulación del medio de tal forma que 

se pueda incrementar Ja producción de dichos metabolitos. 
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VIII. e o Ne L u s I o N E s 

- Debido a las condiciones fisiol6 gicas de las semillas de 

Capsic.um, fué necesario somete r a la s s em illas a un 

preacondicionamiento de tipo químico par a increment ar el 

porcentaje de germinación. El remojo en H2S04 durante 5 

minutos, fué el método apropiado para ello. 

annuum var. glabriusculum fueron - Los ca .llos de C. 

disgregables cuando 

300 lux, mientras 

se emple6 una intensidad luminosa de 

que los de C. annuum var. annuum 

requirieron de 5400 lux. 

- El desarrollo de callos a partir de explant e fué me jor en 

medio SH para chile chilteptn y chile de agu a en tanto qu e 

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

- La producci6n de capsaicinoides por callos y células en 

suspensión de las variedades de C. annuum examinadas, no 

presenta un patrón que lo ligue a alguna etapa específica 

de crecimiento, adem~s. 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 mayo.- cantidad en 

los frutos de los diferentes tipos de chile fueron 

capsaicina, dihidrocapsaicina y en menor proporción 

nordihidrocapsaicina. 

En callo se presentaron en mayor proporción capsilcina, 

nordihidrocapsaicina y en menor cantidad dihidrocapsaicina, 
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mientras que en los cultivos en suspensión los únicos 

componentes fueron capsaicina y dihidrocapsaicina. 

- En les cultivos en suspensión, el consumo de nutrientes 

como los fosfatos parecerla tener una cierta relación con 

la producción de capsaicinoides, aunque también la 

disminución en el contenido de nitratos y amonio en los 

medios de cultivo, podrfan indicar que estos podrián ser 

nutrientes limitantes que estimularan la biosfntesis de 

estos metabolitos. 
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CUADRO 1. CLASIFICACION BOTANICA DE LA PLANTA OF 
E.~.e.~.!.~~~ 

DIVISION: Spe rnatophyt a 

SUBDIVISION : An g iosp er mae 

CLASE: Dicotyl edon ea e 

ORDEN: Tubi f lo ~ a e 

FAMILIA : Solanac eae 

GENERO : Capsicum 

FUENTE: SAnchez, S. ( 1979). 
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CUADRO 2. PRINCIPALES REGIONfS PIWüUCTORAS Df C li 1 Lf y AREA SfMl3RAOA 

REGJON TOTAL (Ha) AREA (Ha) PRINCJf'/ll_l'S 
TIPOS DE OtlLf* 

GOLFO 12 900 jalapeños y 
se!"!"anos. 

Vera cruz 10 400 
Tamaulipas (Sur) 2 500 

BAJIO 12 260 anchos, 
pas1llas 
mulatos 

Guanajuato 6 240 
Aguascalientes 3 100 
Jalisco 2 920 

MESA CENTRAL 6 530 poblanos, 
miahuateco s, 
se!"rar.os 
ca!"!"icillos 

Puebla 3 330 
Hidalgo 3 200 

PACIFICO NORTE 13 500 be 11, <1nah e 1m, 
caribe, f~esno, 

serrano y a ncl1 o 
Si na loa 7 500 
Nayarit 3 800 
Sonora y B. C. Norte 2 200 

NORTE 29 100 mirasol, ancho 

Zacatecas 
jalapeíio 

16 600 
Durango 3 000 
San Luis Potosr 6 500 
Chihuahua 2 000 

SUR 7 200 jalapeño, coste 
ro habanero 

Guerrero 2 000 
Yuca Un 700 
Oaxaca 4 200 

TOTAL 81 490 

FUENTE; SARH-INIA, ( 1982). 
*. Norr.bre común. 
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CUADRO 3. COMPONENTES PRINCIPALES DE LOS FRUTOS DE 
~~E.~.!.~!:!.~ 

Aceites fijos 

Aceites vol~tiles 

Pigmentos: capsanthina, capsorubina, B-carotenos, etc. 

Principio picante: capsaicinoides 

Resinas 

Celulosas 

Pentosas 

Proternas 

Elementos minerales 

FUENTE: Purseglove y col .(1981). 
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CUADRO 4. COMPOSICION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO Df 
MURASHIGE & SKOOG Y SHENCK & HILDEBRANOT. 

MOLAR!DAO EN EL MEDIO 
CONSTITUYENTE (moles) 

MACRONUTRJENTES 

KNO 
Mg SO. 7 H O 
NH H PO , 
CaCI .2H O 
NH NO 

MICRONUTRIENTES 

Mn SO • 4 H O 
H BO 
ZnSO .7H O 
KI 
cuso. 5H o 
Na MoO. 2H O 
CoCI .6H O 

FUENTE DE FIERRO 

FeSO .7H O 
Na EDTA 

SUPLEMENTO ORGANICO 

Tiamina-HCl 
Acido nicotfnico 
Piridoxina-HCl 
Mio-inositol 

FUENTE DE ·CARBONO 

Sacarosa 

FUENTE: Dixon, (1985). 
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MS 

-1 
1 .8 X 1Q 1 
1.5 X 10 

.3 
3.00 X 1Ql. 
2.06 X 10 

_5 
9.99 X 1Q_'i 
1.00 X 1Qs 
2.99 X 1Q_, 
5.00 X 10 
1.oox1ó

1 

1.00 X 10' 
1.00 X 1Ql 

-~ 
1.00 X 1Q_~ 
1.00 X 10 

-5' . 
3.00 X 1Q_, 
4.66 X 10, 
2.40 X 1Ó~ 
4.90 X 1Ó 

-l. 
8.80 X 10 

SH 

-l 
2.5 X 

1 º s 1. 5 X 10' 
2.5 X 1Q, 
2.5 X 1 o 

_r; 
5.9 X 10_,, 
1 • 3 X 10_ 5 
0.35 X 10d 
6.0 X 1 º- l 
8.0 X 1 o ' o .41 X 10 
4.2 X 1() 1 

-~ 
0. 54 X 10 ~ 
0.54 X 1(Í 

.s 
1.5 X 10_, 
41.0x10, 
2.4 X 1ó_:~ 
56.0 X 10 



CUADRO 5. EVALUACION* DEL CONTENIDO DE CAPSAICINOIDES 
EN FRUTOS DE C. annuum 

MUESTRA 

C. annuum 
var. annuum 
(chile de 
agua). 

C. annuum var. 
QTabnusculum 
(ch11tep!n) 

C. annuum var. 
gTabr1usculum 
(chilpay) 

c 

1 .072 
(59.48) 

7.81 
(65.69) 

9. 14 
(61.16) 

NDC HC 

mg/g peso seco 

nd 

0.40 
(3.36) 

1. 1 
(7.35) 

nd 

o. 11 
(o. 92) 

tr 

DHC 

0.73 
(40.5) 

3.57 
(30) 

4.70 
( 31 .48) 

HDC 

nd 

tr 

tr 

*:empleando HPLC; nd: no detectado; tr: trazas; C: capsaicina; 
NDC: nordihidrocapsaicina; HC: homocapsaicina; DHC: 
dihidrocapsaicina; HDC: homodihidrocapsaicina; ( ): %. 

TOTA:.. 

1 .802 
( 100) 

11. 90 
( 100) 

14.95 
( 100) 

• 
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~UADRO 6. PORCENTAJE DE GERMINACION "ii vitro"DE SEMILLAS DE 
C. annuum. 

MEDIO DE CULTIVO INTENSIDAD LUMINICA 
VARIEDAD 

SH* M:i** 

C. annuum var. annuum 1 1 10 
\clITle de agua) 

e. annuum var. 
gTabriuscuium 

(ch1 lteptn) 
15 9 

C. annuum var. 
glab!'"1usculum 

· (ch1lpay) 14 15 

Tempe!'"atu!'"a: 25 + 2° C. 
* Shenck & Hildeb!'"andt (1972) sin !'"egulado!'"es de C!'"ecimiento. 
** Mu!'"ashige & Skoog ( 1962) sir. !'"egu l adores de C!'"ecimiento. 

(Lux) 

190-8400 

190-8400 

190-8400 
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CUADRO 7. PORCENTAJE DE GERMINACION* "in vitro" DE SEMILLAS DE C. annuum 
SOMETIDAS A DIVERSOS TRATAMIENTOS -

TRATAMIENTO añnuum 

MEO 10 DE 
CULTIVO SH 

1) Remojo 1 h 10 
(agua) 5 d 10 

2) Remojo en 1 o. ng 
hipoclorito 15· 10 

(1% v/v) 20· 10 

'3) Hi. SO<i 0.5 M 57 
(5 min) 1.0 M 57 

MS 

10 
ng 

ng 
ng 
ng 

11 
18 

VARIEDAD 

C. annuum var. 
glabr1usculum 

(cfi11tepln) 

SH MS 

30 10 
33 10 

20 20 
50 45 
60 60 

100 80 
100 82 

C. annuum var. 
-glabr1usculum 

(cfirlpay) 

SH MS 

30 ng 
30 1 o 

20 20 
50 50 
60 60 

72 6 7 
75 87 

*: Temperatura 25 + 2° C; Intensidad luminosa: 300 lux; ng: no germinó; d: dfas. 
h: horas; M: moles; b: realizado antes de la desinfestaci6n de la semilla. 
a: Shenck & Hildebrandt (1972) sin reguladores de crecimiento. 
b: Murashige & Skoog (1962) sin reguladores de crecimiento. 
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VARIEDAD 

C. annuum 

CUAUkO 8. JNDUCCION DE CALLO A PARTJR UE EXPLANTES DE HJPOCOTJLO 
CON TRES VARJEDADES DE C. annuum A DJFfRENTfS 

INTENSJDADES"°"TU~S. 

í N TEN S 1 O A O lWTITTJ)A----¡¡uxJ 

90 300 1600 5400 

MEOJO DE 
CULTJVO SH* MS** SH MS SH MS SH 

TAMANO - - + + + + ++ + 

MS 

+ 
va:---:-a nnuum COLOR - blanque c ino blanquecino café c l aro 
(ch1lecreagua) FRIAtilLIDAD ++ ++ + + + ++ ++ + 

e. annuum va .... . TAMANO ++ + + + + + 
gT a D'TüSc-u l u ,n COLOR café c l aro café cl a ro café 
---rcnl TtePTñ} FRlAB l LIDAD - - +++ + + + + + 

C annuum var. TAMANO + + ++ ++ + + + + ++ 
gl dii?TüScu l u1~ COLüi< café claro café claro café bl anquecino 

(ch1 l pay) FRJABILIUAD ++ +++ + +++ + + + ++ 

rernpe~atu~-- 2 5 ± 2° c. .r - 6 -b 

•: Shenck & Hi ldebrandt (1972) + 10 M PCA + 0 . 5 x 10 M Cinetina + 2 . 5 x 10 M 2,4 - D. 
**: Murash i ge & Sko og ( 1962) + 12.5 µM 2,4 - D. 
- , +, ++, +h: Grade de crecimiento o de friabil idad del cal lo . 

8400 

SH MS 

+ + + + 
blanco verdoso 

+ + 

++ + 
café 

++ ++ 

++ + 
café claro 

+++ ++ 

'\ 
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CUADRO 9. VALORES DE LA VELOCIDAD ESPECIFICA DE CRECIMIENTO (p) 
Y TIEMPO DE DUPLitACION (td) DE CALLOS A PARTIR DE 
HIPOCOTILO DE TRES VARIEDADES DE :. annuum. 

VARIEDAD 
)J (dtas) ** 

PFd b 
PS 

C. ar.nuum var. 
anr.uum 
(chile de agua) MS* o. 1397 o. 2191 

SH** 0.1917 0.1701 

C. ar.nuum var. 
QTa5r1usculum 
(chilpay) MS o. 1400 0.0914 

SH o. 1346 0.0900 

c. anr.uum var. 
QTa5r1usculurr. 
(ch!ltept n ) MS 0.0980 0.074 0 

SH o. 1212 o. 11 80 

* 
** 

a 
b 

Murashige & Skoog (1962) + 12.5 ~M de 2,4-D. 
Shenc k & Hildeb!'"andt (1972) + 10-5 M PCA + 0 .5 x 
~ considerando peso fresco. 
p considerando el peso seco. 

-f> 
10 

td (dtas) 

PF PS 

4.9616 3. 1636 
3.6157 4.0749 

4.9510 7.5836 
5 .1496 7.7016 

7.0729 9.3668 
5.7190 5. 874 1 

-6 
M Cineti na + 2.5 x 10 M de 2,4-D. 
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CUADRO 10. TABLA COMPARATIVA DEL CONTENIDO DE CAPSAICINOIDES EN FRUTO, 
CALLOS Y CULTIVO EN SUSPENS!GN DE C. annuum. 

capsaicir.oides 

VARIEDAD 

C. annuum var. 
dñnuum 

(chile de agua) 

C. annuum var. 
QTabri uscu 1 um 
(ch11tepln) 

·C. annuum var. 
QTabrtusulum 
(chtlpay) 

FRUTOS 
(mg/g p.s.) 

1.8 

11. 9 

14. 9 

CALLO 
(mg/g p.f.) 

o 

1. 94 

1.06 

CULTIVO EN 
SUSPENS!ON* 
(mg/g p.s.) 

ne 

0.47 

0.38 

* 
a 

Obtenidos en matraces de 125 ml_ircon 25 ml de medi_o, de cultivo. 
Medio Shenck & Hildebrandt + 10 M PCA + 0.5 x 10 M Cinetina + 

b 
ne 

-6 2.5 X 10 M 2,4-D. 
Medio Murashige & Skoog + 12.5 µM de 2,4-D. 
No establecido. 



Fenllolonino 
omine lioso 

Trona - el no moto 
4- monoxigenoso 

@ CH2-CH-COOH 
~ NHz_ 

@cH=CHCOOH 

l 
OH-@- CH : CHCOOH 

Tran1-p - cumaroto OH ' 
3- monoxloenaso ·T.::.\ 

OHW CH=CHCOOH 
Acldo caféico 1 
O -metil transferosa HJ:06 

lt "'{!J CH =CHCOOH 

"Rº / 
HO~CH¡NH2 

Volnilli lamino 

L - Fenilalanina 

t - Acido Cinámico 

t - p -Acido Cumárico 

t - Acido Coféico 

t -Acido Ferúlico 

/Volina 

lsobut1I CoA 

Copsaicinoides 
slntetosa 
(Tonoplasmo) 

et\ / 
:cH-CH=CN(CH2>.fOOH ......__ 

CH:s Leuclna 

Acido 8- metil- 8- nonenoico 
(u otros iso - 6cidos grasos ) 

HfOf;::\ ... CHs 
HC-& CHzNH CO(C~)4 -CH=CH-CH, . CH¡ 

CAPSAICINA 

( o análaoo• l 

Fig. 1 Vía propuesta de la Blosíntesls de Voinillilamino y 
Capsaicinoldes . 

Fujiwake, H, y col. ( 1962 ) . 
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H~O ~ CHzNHCOR 

HO~ 

GRUPO DE R GRUPO ACILO NOMBRE 
CAPSA 1 CI NOIDES 

CH 
3 ;cHCH =CH ( CH2 )4 i so -c10 ,1 capsaicina 

CH3 (CAP) 

CH 3 'CH(CH ) - i so - C to ' o dihidrocopsai -
C~l ,.,. 2 6 cina (OC) 3 

C~'3 
'CH (CH ) - iso-C9 , 0 nordihidro - 2 c ,, 2 s 

H3 capsaicina 
( NDC) 

c~ ... 
iso-C 11 , 1 homocapsai- 2 .,... CHCH=CH (CH2l5 -

CH
3 cinc (HC) 

CH_s,C~HCH ) - iso-C 11 , 0 homodihidro - 2 CH,.,. 2 7 capsaicino '5 
(HDC) 

Fi9. 2 Estructura quimlca y nomenclatura de capsaicina y 
sus análogos . ( Susukl , 1981 ) . 



Campana de flujo 
laminar 

5 g de semilla de Capsicum 

t 
Remojac 1 h co~ ª'"' destil•d• 

Colocar 1 min en etanol al 96% v/v 

'''''con ''"'~destilad• estécil 

Coloc•c los s~millas '"'ª"'' 20 min 
en una solución* de hipoclorito de 
sodio al 1 % v/v + 0.2 mi de Tween 

20. l 
Lavar las semillas con agua destilada 
estécil. l 
Sembrar las semillas en los medios de 
cultivo semis6lido. 

Fig. 3 Método de desinfestaci6n de las semillas de Capsicum 
(Ochoa, 1986). 
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.~: 

°' ....., 

~ 

1 g peso seco \ 3 g callo peso fresco 
fruto pulverizado o medio semisOlido 

Extraer con 25 ml metano! 
(4x) 

t 
Agitar a 100 rpm/15 min 

(4x) 

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

i 
Fruto Reunir los sobrenadantes Callo o medio 

obtenidos semisOlido 

1 
aforar a 100 ml concentrar a 10 ml 

Cuantificar por HPLC 

Fig. 4. Diagrama de flujo del método de extracción de 
capsaicinoides contenidos fruto, callo y medio 
semisOlido de Capsicum annuum según Tapia (1987). 
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Flg.7 Cinética de creclml1nto de caJlos Inducidos 
a partir de hlpocotllo d1~ aMUum var. 
annuum (chile d1 a9ua) 

A Peso fresco MS 
a Puo fresco SH 

A P110 11coMS 
• PI 10 ••co SH 

1nt1n11 dad Luminoso 1 5400 lux 
Temperatura : 25 t 2• C 

Cada dato representa la media de tres muestras 
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