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1. RESUMEN. 

La t.écni ca de Cul t.i ve de Cól ul as 'l~gct.al e~ :se ha 

considerado una .::i.lt.crnat.iva pot.encial en la producción de 

met.abol 1 t.os ~ecundar 1 os, donde quedan comprcndi e.lo$ los 

cap~aicinoides CCAPs:>. compuest.os responsabl~~ del sabor 

pic;::a.nle del chile C'ea('\.óictun.) y con amplio u::oo an L::a.s 

indu~t.rias da alimcnt.os y farmaccüt.ica, principalmcnt.o. 

En cst..a t.rabajo set present.an los resul lados obt.cni dos 

durant.a la selección de lineas celulares alt.amcnt.c 

product.oras de ca.psaicinoides, a parlir de do~ C$pC'cics de 

~Q.{'0lcu.m.: ?::. Q.l'U'l.U'Um. var. a,.n.,nuu..m. C J al apef"ío) , ~. a.nn.uu.m. var. 

gl~ltiu.ocu.lu.m. CChilt.epin) y?::. ~e CHabanero), 

Para la obt.enc16n de las lineas celuL::a.rcs se llevó a 

cabo la t.écnica de clonación celular, para lo cual se part.i6 

de la germinación Vt. ui.tll..a de las ~em.illas. :;eguida del 

esLablecim.ienLo dsl t.cjido calloso y de lo:. cult.ivos en 

~uspcnsi6n, de los cuales ~e obt.uvieron la:; células aislada~. 

Dur.o.nle el plaqueo celular ::e implemenLaron ".l'arios 

mCLodos. enconLrtlndo:;e los mejores rczult.ad:::i~ p:lr'1 J~lz.pcf!c y 

Habar.ero con el mCLodo da Weber y L;::a.rk modi.ficado". m.ienLi·.o.:o 

que para ChilLepin el de Hors:ch modificadow.; en ambos se 

ccmprob6 el cfecLo po:;iLivc -::ic l;::a.-:; cólula~ ::ilimer.La.dcra::;, 

como promolor.::i.s del crecim.ient.o en cólulas aisla.das .a bajas 

dcn::id.o.d~:: celulares. 

La:;. eficiencias de plaquco mtls a.llas que :;.e obLuvieron 

lucren 13. 04~~ para 'e. a..n..n.1 ... ::u.m. var. a..n..nu.u.rn. CJalapel"\o), 10. 90'1: 

para e. cJi..i..rl.Ml/.J¿ CHa.banero) y 4. 03~! para 't'. a.n.nuu.m. var. 

~11.ü..v.>ci.Ll.u.m. e Chi 1 t.epi n) • observándose que? es La úl Lima 

especie Luvo mayores requcrimienlos nu~ricionalcs duranle la 

induccion da clonas. 



Se estableció como m~todo de selección primaria de 

c.apsaicinoides una modificación del propuesto por Rajpo.ot y 

Govindarajan (1981) con el uso del reaclivo de Gibbs, el cual 

resultó ser rApido y confiable, aun cuando presentó algunos 

problemas de intcrfarencia. 

Se obt.uvieron dos lineas celulares altamente productoras 

en Jalapctf'So CJ122 y J172J cuyas producciones ·1ari.:i.ron de 

239.12 a 289. 00 µQC/g P.$,; para Chiltcpin se :::eleccit.:maron 

dos CC29 y C34) con ni veles de producción de l30Z. ee a 

3189. 99 µgC/g P. S.; mientras que: para Habanero :;e lograron 

e::;t.abloccr 6 lineas CH30. H40, H78, HSO, H04 Y H48), cuyo 

rango de producción fuB de 515.48 a 1717.18 µgC."g P.$, 

La capacidad biosint.éi..ica de CAPS entre el cultivo de 

origen y la::a lineas que de Cl se obt.uvicron no presentó 

ningún t.ipo do relación clara, lo que tambiCn sucedió cuando 

se estudio el crecimiento y la producción de estos 

compue~t.os en las lineas celulares seleccionada~. 

Aun cuando en las 11 neas obt.eni das ::;e ob:;;er vó 

variabilidad en la producción de CAPS a lo largo de los 

subcultivos se pudieron establecer rangos má~ o menos claro~. 

por lo que se sugiere lievar a cabo proce:;os de ~elección 

continua. para evitar tanto la inestabilidad como la po~ible 

perdida de la caracteri::>tica de producción de esto:; 

mct..:i.bol 1 tos. 

En base a. la inestabilidad observada se pl;::inte-a como 

posible cau~a !a aparición de cambios epigcnéticO$ inducidos 

por las variaciones que se presentao en la:;; condiciones 

de cultivo durant.e io5 ::.ubcultivo:::.. De lo que resalta la 

necesidad de rcaiizar estudio::; que pcrmit.an esclarecer tant.o 

las cau~as de cst.e fenómeno como la forma de regularlo 

mediante la manipulaeión de las condiciones fi:;;lcas y/o 

quirnica::; en !as linoas seleccionadas. 



<?. IITTROOOcC:ION. 

El género ~.:i.n,..~lcwn.. conocido popularmente como chile, es 

un cult.ivo que .::i.. pesar de ser originario de América. del S:ur y 

l~s Antillas se encuentra amplia.mcnt.e distribuido por e-1 

mundo, donde f'orma pa'r't..e impb~l~r.t.e en las ,indus:t.rias de 

.;:..liment..os, de f3.rmaco5 y de cosméticos. En la indust.ria 

alimenticia se usa como condim.ent.o o por su:: propicdadc:::. 

ant...icx.1 dant.es )" ant...l mi cr cbi ana:>. rnient..ras que en la 

farmaceút..ica se aprovechan sus ef't::ct.os como an€'st.ési ::o 1 ocal 

y en t.rat...am.ient.os cont.¡~ el reumatismo CPi..::kersgill. 1009: 

tl~ga, 1075; Govindar:..jan, 1086a). E::t.a impor4-ar.cia comercial 

d~l chile se debe a las caract.crist.ica~ c~timulant.c~ y 

picant..es que pre~ent.a.n sus frutos, lo cu.ill a :>u ve: :;e 

atribuye a un grupo de mct..abol i Los secundarios dcnomi nades 

capsaicinolde~. 

El grupo ée los caps.ilicinoides esLa formado por :::i.nco 

compu€'sLos anó.logos. cuyas proporciones varlan de acuerdo a 

lg. especie y a las condiciones de culLlvo bajo la:; cuales 

dichas especies se est.án de~arrollando (!wai y col.. 1Q77 a y 

b). Indu~Lri.almcnt.e los c¿¡.p<jaicinoi.dcs :;e come:rcial1zan come 

ur. exLract.o impuro llamado "oleorresina", ~in embargo su u~o 

pre~ent.a un gran número de limilant.cz, cnlr~ las que dc:;t~can 

el cnr .::inci ami en lo que suf"rc con €'1 tiempo y el ba:jo 

ccr.t..cnido de caps.3l.C.lnoides que pr·c:aenla, lo cu.:.il impll~a que 

los rendinuent.os de ext.rac~i.én de es~os compuestos :;€'an bajo~ 

y les costos alt.os CPur:;egl:;;vc col., 1091 o $'uzul:i 

r .... ·ai. 1094; Long. 1086), Aunad~ a l ~ ant.cr i or, se Li c:r;e la 

prcblemti.t.ica de que estos metabolit.cs cst.an cor.!;t.1t.uidcs por 

est.ruct.ur~:; quimicas mu:; complejas que dif"icul'...."l.r. :;u :aintesi::::¡ 

quirnica. En base a esto y a l~ demanda de e~t.c~ compu~slos en 



al morcado.se han bu~cado alt..ernat..ivas para :iu proc.!ucci6n , 

en~rc las que so encuent..ran las t..écnicas de Cult..ivo de 

Tejidos Veget..alc:::o CFcwlcr·, 1083). 

Aun cuando se ha sst..ablecido la ut..ilidad de esta t..~cnica 

para. la obt..ención de cult..ivo~ con alt..as produccione5 de 

met..abol i t..c:a scc undar i os , donde se incluyen lo:. 

capsa.icinoides, se ha cncont..rado que su c;...-piol.ación a nivol 

ccmercial prc~ent..a grande:. limit..acioncs, a-nt..re las que 

sobresalen por un lado los bajos nlveles do producción 

comparados con lo:; obt..enidos en las plant..~s Vi. uw.,., y por el 

ot..ro la variabilidad que se prescnt..a en la producción, aun 

dent..ro de un mismo cult..ivo CZcnk, 1978), fact..ore::-s. que han 

sido solucionados a t..ra.vós de dos grande5 alt..ernalivas. La. 

primera. de ellas ha sido mediant..e la. manipulación de las 

condiciones de cult..ivo, t..ant..o nut..ricionales como ambicnt..ale~. 

que ~e ha observado present..an algún cfe:ct..o regulat..or io sobre 

el met..aboli:smc ::aecundario: y la ::egunda, a t..ra·.·és de la cual 

se ha mejorado la capacidad biosint..6t..lca hacia la biosint..csis 

de un met..abolit..o secundario del cult..ivo e~plol~ndo unicamcnt..c 

su variabilidad gcnét..ica mediant..e la selección, clonación y 

es~abili:ación de una linea alt..ament..c product..ora. 

Como ya ha :iido obser·1ado y discut..ido por ·1z.rio~ 

aut..ores, los cult..ivos de células veget..alc~ c~t..an const..it..uidos 

por un gron número de t..ipos celulare::a, lo cual se cv1~encia 

en t..odos los niveles, pero sobret..odo a nivel bioquimico, 

donde la principal implicación e~ que las células difieren en 

su capacidad de producir met..abolit..os secundarios. Aunado a lo 

ant..er ior ~e encuent..ra la part..icularidad de que la~ 

con di cienes m ulUw-, son generadoras de variabilidad 

genét..ica. fenómeno conocido como Variación Somaclonal, ya sea 

por la inducción de cambios gcnét..icos o epigenét..icos a nivel 

celular. Aunque est..os fact..ores do variabilidad se han 



conslderado perjudiciales para el establecimiento de cultivos 

celulares productores. también plantean la posibilidad de 

:..i::;arlos como fuc:nt.e de obt.cnción de células variantes, cuyOl. 

capacidad biosint.ét.ica 5ea muy alta. En base Ol. astas premisas 

Zonk y col. establecieron en 1977 una e5t.rat.egia para lOl. 

obt.onciór. de lineas calulares altamente pr·oduct.oras de 

compuestos naturales. la cual aun cuando ha ~~rrido algunos 

cambios continúa siendo valedera: esta e5t.r0l.t.cgia basada 

unicament.e en la explotación del potencial genético de la 

cCl ul ~ di ploidc, ha permi l.i do establecer cul ti "IO'.i cuya5 

producciones han igualado e incluso superado la5 producciones 

de 1 as plantas in. uW~. 

Ya que a lo largo del trabajo de inve~t.igación sobre la 

producci6n 3e capsaicinoides por células del género ~a,n.oicwn. 

en cultivo sumergido que se realiza en el Departamento de 

Biot.ecnologiOl. y Bioingenioria del Cent.ro de Investigación y 

Estudios Avanzados del lPN se ha observado un ~lt.o grado de 

•1ariabilidad en la. producción de est.05 compuesto~, se 

plant.e6 la necesidad de cent.ar con linea~ celulares con las 

caract.erist.i.cas de ser productoras y estables. lo cu~l a su 

'U!!Z permitirla el esca l ami en to de este ~i~t.ema en 

biorreact.ores de mayor cap~cidad. De c5t.a manera y con lc.:i~ 

antecedentes ya expuestos ~o plantearon dcn~ro de este 

trabajo los siguienl.es objetivo~: 

1) Establecer o::-1 mélodo de plaquec celul:.r que permita 

obl.ener mayare~ eficiencias de plaqueo en ~llfl.':Jtct.un. a,..n..n,.u.um 

var. Q.lVl.u.u...m., ~. a..t'V'l.u.t.Ul'I. ·1ar. gt~,...,ltv.)culu,m,. y ~. ~~-

2) Establecer un método de selecc16n primaria que 

permita anal 1 zar rápida "J conf i abl cment.e un gr ~n número de 

cultivos celulares productores de capsaicinoides. 

3) Obtener y seleccionar lineas c~lulares de ~. a..n.nuum 



var. a.n.nu.Ulf'I., -e. a.t"W"t.uum. var. Qla..;5tt.4.~culum. y ~. chJ..,n,en.,:>e. con 

a.lt.as producciones dq capsaic.inoides mediante un mét.odo de 

selccciOn secundaria. 

4) Evaluar la in~lucncia de la capacidad biosintética de 

capsaicinoides del cultivo do origen, sobre la productividad 

de las linsas celulares obtenidas. 

5) Rcl aci onar el compor tami ent.o del cr eci mi cnt.o de 1 as 

colonias celulares Cmancjado como indica de crecimiento) y la 

producción de capsaicinoides en los cultivos en ~uspansi6n de 

las line~s celular~~ ~cleccionadas. 

C) Evaluación de la estabilidad de las linea~ colul~rc~ 

a través de subcult.ivos continuos ~in selección. 



3. AHTECEDEHTE$. 

El C:!>poct.ro de c:::otruct.ur.:o.:o .::¡uinu=:..z ;::;.r;t.:::""~i::41c.!,;;..::;_ pc:.:r- !:l'l 

:-.::1no ·1cgct.'.l.! .:?:: :r.!i.~ ümpli:;. que :::r. ~ui:.::.:.. c•.Jci.lq".Jicr !Jt.r::: l.:r'Jpu 

.::!e; .:::irg.:i.n1::orr.o:s, e:;. por ~::;to que 'duran!..:; :::igl~:;¡ l,;.:; pl.z..nt..:.:. h:u: 

.:;:.d.:;, u::z..da::: por -zl hombre :::cir.o !'ucnt..::::; ¡:u·lr;c:..i:;;..l::?":; .::!e 

;:;:roduct.o:-> l01nt.c do l.mport.ancio:i. qul.m.ic,¡;¡,~ bíc1::rJ1-::i. :r" ~cr le. 

t..:i.nt..:l h;>.,n pas.<>.do :... •.Jorr.ar int.cre= lndust.ri.al CFc...,lcr. 1084). 

:.. pc:;,¡;¡,r je lo:;, .'.l.vanccs '?n ~ui:nica organica. ne ::;:e h.:.. 

!:::gr·.::.dc ::::ot..:i.bl cccr l .:i prcducci. !m :;int.Ct.ic.;i do 

ccmpuc:::;t.os, dcbidc principo:i.lmcr.t.o .:.. que est.os pued~n 

r;re:.cnt.ar un.:i est.ruct.':.lra complcj.:i. que dificulta :;u· :::;1n_t.e:::;i:::; 

qulm.ic.:i. o .:;.:::- pucd~ d.:1.r e-1 ca:::;o de que ~i ::o::t.o de T.:1..-·.;ni:i-:;rn.;;:.~ 

:;ca muJ elavado comp.:1.r.:ldo con :;u c~t.r.:i.cc16n de l~ !'ucnt..o 

con·.·~mc i anal CFowler- 1 $u:::uk1 

Govi:-id~ro:.ja:-i. li::Jee). 

Huchc~ de ~st.c~ .:::;cmpuc::;t.c:: :;en_ 

er·g.-:i.ni:omc::¡ e inclu~o an oc;i.=icna::a 

-.. ,~ .. -, >- ;.< _::.~:~/ ~ L~~:·::· 

f1 ~-rr.~·i~~~ ¿~z.:!;~.~t~~¿{¡. ~:~~~ º 

Un·:;- ;:·=i¡úé;ftfr;:::o:;;r•~Po ·, ·:Je 

~~;:~- .':·~;;{~:~ A:JCm.1.:i de 

~re~c.·r.~ .. .::i.r .i.mpor*...;i.nc.i.a cc.::momi.:::~. :nucho::;. d~ ~:;• .. e:; .::cmpucs"..-.?~ 

en papC'l~::. cc.ol 6gi =o:; dcr 

¡;!.J.r.~ .. .;.::. ~i.:.pcri=r.:.:s. !r.v:i::t.ig.;i.ci~ne-:. zn :;:l t...r-=a de bioqu!.n-..i.::~ 

:=-cct~:gJ.::.:.. ind.l.c.;i.n qua ,¡;¡,l;runc~ do elle:: pr-:::t.cg.cn a !.~ pl;;.nt.;. 

:.!-:.: r:-.! :.:1· :..:r-garu:omc::.. i.n~cc• .. oc '.l ¿,tr-:::.:: pred.i:i.Ccr.:-~. :i.um:::r.• .. ;.ro __ l.:a 

cMp.;i.cidaC de la m.i::m.a para compat.ir por un h~bi~~t. p¡.r~iccl~r 

~ J.nt.crvi.cnen en l.;i. reprcdueción del organi::rrio mcdi.;i.nlo- !z. 

la 



Dc.-nt.ro de los -mct.aboll t.os :oocund.arJCl:i ex:J.::it.en '3 gr~ndos 

c.:i.t.c9or1as: los ;i.ceit.es o:senci.ales. '1cS Qi:Uc6::oi:do-:o .Y 
!..o::. .:J.:::nle'.: cscrici.ál~~~.' :;C-; :.-~--;~~F:l:~~n 

lo~ 

.:-.!c:i.!ci:k~. 

!O:..bori=;int.c:o. pcrt"umc:: y :cl\•cn•~c-:.: -l!.:-d.·-~-l'{j~~:~-í.-:~::;» --:.?· ·,-.J:.:..".r; 

:::=m.:; t.1 n4..ur· ~.-, c:;l ~r an'-c:; p~r·a ~i 1m:::'nt·6~~--~-- ~~·;.,'.;~'2:~:~~:-:.~:;_-:.~' r·r;:~:_:i~·~ -:-.. i.:. 

:~:=~:~~~::~e,. ,.~º~a úl~~:uc~::,,al~t;~~~~~~~J~fü.~~~in~= --.• 
==~~' 1:: ~;ª:::de ~=onc:e:1:~rc:0"'°1:JJ¡r;1~~I~:,~&ti~'.f :{~t=:~ 
:-:.ct:i.t:cl:.. •-e~ :. ::cun:.t.ar i::i::¡ en ·una :--! .. -:)r~;.,o:.~."':·U·)~C·t;;·¿~~~¿z~'.P:-;~:~·t,¿~ •. :: 
.:;..r.i.p!ic :;: 

!:::?bld.:J.:O, 

1aeD. 

incluye ~ndu:¡t.ri~~ f~rm::L-C~U~i'~·.:;!5-~~ \-~~-:/::·~·*;~·~~~~º~-.-:_:· :~·: 
de co::r..et. i c.:cz, - pcr ruri:er 1:.. --_··.:i. -· avr Oqul--Ínf_c9~~·::-· -~ tjlul_::: . 

-· 

Dc~Ue · .. m punt.o d-c vi::t.i:i de fl'\er-C;i.dc;~ ;~l,'6~~ _CC~~u.~.'::;t.c·~_·_;~c"-
.... · '~ ' ' - ~ 

.:.omcrci.:i.li;;:;i.n cerno product.o::;. e!(? poco volúmcn~~pe:r:.:J .. :c.ic· ;ilt.c 

=o::t.o, lo cu.:i.l se d3be a l::i:i: prcblerna::o 'dC: cx.t._r.M.cci~n- "J 

purif'ic;ic16n aun;).do ·a que mucha:=> pl;i.nt.;i:: . prcduct._dr·z.z:· ::l?n" . .:Je 
. ·, .·-

cult.ivo dificil y t..:i.rdado: por lo cual r-ost.:1_4~.:l_·., n-~--~,~=--.i~:.C?· 

encont.r.-::.r alt.ernat.1· ... as p;i.r;i loa producclt!:n cst.;i.blc- ·.y· .::cnt.inu;i. 

de e:it.a=> :;.ust.anci.:i.s. Una de la:; opcionc:; que ;i.ct.u . .al:ncr.t.a hi:l 

d;i.do re.sult.ados j;i.t.i:;;fact.or·ioz, c:io ~l u~o de -1..:..<t.~_énic.:a ~LJ 

Cult.!.vo c!c Célulz.;.~ 1/cget..:::.lc:o, cuya ;iplic;i:;lén ir;.:!u6t.i·~i.'.:l.l:.-·;'~~:.:z=. 
la compafU:.. Mit.=.ui Pct.rochemical, ha genc.:r·íl..c.!c..· e:~ J'ii.p6h~-:>-úi~,,­
!Oi::st.err.&1.. de producción bien ~!it.ablccic.!c F.D.r;i :::1 ~~r~.t.i~~~ 1~'~ 
shi kor-.i n.a, .:?l 

pilot.c CFujit.&.i. :; col .• 1C81: $1-.ulcr. l'.JBl: Fowlar·, 108'3; 

Smi+~h. 198'3: 9.al.:i.ndr!n :r col::;., 1':1&9J. C&ll:e 

mc:ncicnar -:¡•.Je t.:do::o c::t.o:; :;i:ot.ema:; :::;? h;i.n lcgr.ad.o o~t.al.Jlecer 

.a part.ir e.Je ~:;.t.udi.os :;obre la irof'lucnci;i. c;uc ..._iericr; alguno::. 

f~ctor~:; fi:;;icc~ y/o qu1mico~ :;obre el r.i.ct..:i.boli:;mc :;ccundario 



TAllLA I. METABOLITOS SECUtlDARIOS Y SU APLICACIOH 

1 tlO\JSTP.T 1.L. 

SECTOR l llDU~I AL 

'f. PRODU(:"!'O. 

F .\.SW.\.CEUTICO 

Guin:..n;:i 

Mor fin¿. 

C:;dcina 

Ci osger.i n:.i. 

Ri:;:-serpin;:i 

'.'inc:-i.:::;t.ina 

.\.L..UU:NTlCIO 

T.:..um.-..t.ina 

Quin: n;:i 

AOSOQ.UUllCOS 

P!.ret..ri.n'"1~ 

rcaFUNES1'AR.OMA~ 

J,.:;.:;:m1r~ 

CFowlcr, 1083). 

,!,CTl'IID~ 

, ~ • ''. ·- e, :'_.';o.;,:· ; , ·,: -
Ant.im.:l.l!.ri~~-~ ·.'-'.·_:.~1,n..:;1~~ 

''.", ~·. 

::<".'.·~.c.· .. c.:..:v.:~:.:;.r'-

An;,.f~ó~-~~-~~?:tt~:~:~~~f:~ -~t;~~.:.~ 
')J."Sm.:-.i/.4.. 't.:.:..r.-~ 

A."1~l .. -~~.·.:~:.:··~---~~~.:1;~f .Jf:~- -~.~}-~f~ . .-·.::;i 
~ ., ., ~:,_;:~·._·-

. ·, -:~~'· _·.i·ti~'.::.:;·:.: : ;,-;m;~~.,,..;.-;,,·..:..r. .. 
~-:~W;.:;.:~ -Ant.~~~-~~=~C:?t~~:~.·~;·::-

_ .,_« ·;;;,:.-~----~-"'"'--"-·--L~t,,¿.ilf,c,.;. 

~~~~·hf~~~.~:?~~-~~~~6 _:·~.a~l~ :,~ 

·":"·;-,;_.;·· . 
.. 

?:?r·f :.nr,c 

P~r·f·..o:nc 

~f ...... "iJ~~.~-1,,;(¡. 

.:u...L·...:,..."l,.l,.W.;..f..:l:.t;..r. .. 



de .l.:i..s cOlul,j,s. lo:; que al9un¡¡s •1ccez carcc.z:n úe • . .1r1 r~~pt..ldc.i 

bioqui~~cc t..ot..alrnent.c :!~ro y dilucid;l.d~. 

Er. gcr.~r z..l sao ha ob~e-r·,...:t.Co que l :i.-= c~l i.:.l .a~ ln.. uitt3' de 

r.:..pido .:::rzcJ..mi.:?nt.o y que no prc::;entan :..lgúra t..ipo de 

crg.1ni::.ici0n acumulan lo:¡ prod 1.iclc:;: :¡ccund::.rioc cr;. .t;ajol.::o-

cantid,j,cJcs. por le quc- :o.e h~ det.erminado 8U«:"J cxi~t~ ·-Una 

rcl.l.'-=i.::n i.n·:cr:;..::i. cr.t.re el cr-C;.'cim.i.ent.c, 161 dirCr"3·;1ci~ciÓ~ y·.161· 

~cumul aci en da ~~to:;. compue.zt..os ( Lindsey y 'fcomol.r1. !093'). 

Ero bo:.t..:a~ a lo ,j,nt.crior y a los rc~ult.:..do::;'·y ~~'perí.enci.1 

que SO tiene en ia apliC,j,Cién indu::; 4 .. ri.1l :Jcl C.uit'i.';IO: d.c 
Cé-lulaz '/egc\...).les parí.I. prcducir mct.abcl.it.C:;. ~~d't.:n:::l.:i.r.i:::i::;;. 

T..).bti.tol. C107'7) h.1. prepuesto cumplir ::.on 

·1clocld..).dcs de c:-ccimicñt.c;··'<·e;·:;·!-~.J1:.;_;:- · :r ·oc--
p~~~- be~~·~~~-bi 0~1 r.t.osi::;: ':;in un 

menor ~ic;on.po. l..). rr.a:.•cr c..._ntidad cic ·p.rcd·.Jct.o f'iri.:::.l; 

cttlula;; -den-!:t..l c.:irncnt.c --¡::;.ar::...: 
--)?~t -~;;.:; 

c.)E·.·it..:..r ~1 ca• .. abolisrr.o ;;..celcr-..).do .:!o le:. mct:'~~{it,:~~ .. '"o 
en el mejer del~::;. ::z.so:;, ir1duc2r :::.'..! libcr3.ciOn .6.i.:·,'ni6'di~:"::·. 

é) t-tinej¿r e o:: t. o~ de pr oducci c!:n b.::..jcs : par;i ·:h2~;~:, al 

sistcm.:t m:.i.s ~trol.t.:t..i·:c ..).l pr::::iduct.or. r~: .. _:.'.;,,;·~-·;··"«·' 
A~n :u~r.do ~e han tom.:i.éo en cuont...). l:?!it'.cs ·, 'r"ac:.:'t..Cro.:3 

durZ&.nt.o la .:i~lic.ti.c!.ón deo .:::zt.a t.écnica ex.i~len~-~·.:~~.i·~:1a .. 'un~ 
serl.c de problemas que impiden su explot...1ci~~, ::~~;ne-~Ci;¡l~~-º 
entre los que dc:tac~n: 

1 na::;~ab1li d~d gcnét.ica, 

variabilidad en la prcducci6n . 

..\grc=1aci6n c:::l ul.:ir. 

lo 

' .. -. "; .. , -,- ; :,~- ., ; .:,<, . . • - '.· 

- Ccntt el de l.:a c!ifcrenciacién cc:l•.Jl:.'.li-·S':; 

- Rcduc<.:H>n '1el 

como 

~ri:-ci mi ent..C: -~I :' :i';>.~~s~~~4-~¿'t~~'.r-~·~:. i:ol ul o;..r· 

la r.-.anipulaci'~n· 'dol' ·~~di·~.<(>·. . 

10 



- !)c::.c::mccirnizn'~e :le l.i~ t:a~e~ bieq;.J1mi"t.::.~ :,• Ce !0::.-r':Jt.:. 

bio:;i~t~tic.i de l.:i. rr..::s.ycr1.:. de lo~ --mct.~·~ci.i~~::.,::·::~~un~J.:.r·i.=::. 
CSh:..:!c:--. !'Je!). 

Sin err.b.l.rgo. z.. pes~r. "de: :,-'1·0--·:·~nt.·.;·r:i:;;·r,\:~-~-~~i-~i~f.~-~tt·~~i:Li:L -~e!:' 

~i guer. :J~il.r,do y madi r i"c:..nd~ '~,:._~-·~\-··cr:·:~'-~~f;:~g;{(J{?~d~-~~ -.;~r.cr·ilr.: 
:;i :;~crr..o.:. "'"~:.1::1 ~,, y prcd~ctl;°"~t~:J~·::if1·'.~l:;:~ i ;ric¿J.}r•;.é · ¡a 

rr.an:.. pul a.e! 6n dool mcdl o dO_:}:~:.~~.f~:~~~f?-::~;·: ~~-?:~-1-. .i¿·,X ~orodf ~icnc:: 
el --.. -~~-~"-,;;-~e:!-~- :-'.)'.f:-~e~¿ ,_:.:'~-~Ci'ur:i~éS· 

· .. ·,;,..f 
.:..lt.=l.ment.:c 

ll 



3.1 EL GENERO ~d~~i...-i.un.. 

' - . -
do int.er·cs ccc:i.Or..i=~· ent.r:i la::: r:t.:l:; impo_rt.'.J.nt.e:z ::e ~r:.c·.Jcr.t.r~r. 

la p~pa. CY.rl(J,.(l,~ tu.!c.wou.1n. L.::>, l~ t:cr6~Jé;:;,h,_ ·:·c--.. 'IP. rr...it.r~ 

C .. Yl.:4Ua.r~ ~-'.....cu..m L.:> ·: el =hil.:: C'e.l.~~t.=.~7 ';-~-~:c~~r~-=glo·.1c- y 

c::ilz •• ice1:i. 

cla:::if'l.=~cion ta:..::::nómic:a. dE?bide e:zt.o .l. l~ gr.;;n di·.1er:iid.l.d y 

vari.:o.t:i!id.J.d cr. lo:; t.ipo::o de chile.::; t.ant.o cult.ivac.JLJ::: como 

~1 l ·.'c~t.rcs, ~ su::; cruzanucr.t.os l r.t.~r·espcc:i fice:; y Ol. la 

fc-rt.ilidad. de los tübr·ido:::i rc:;ult..l.nt.es; ::oin embargo, c:::::;t.c 

grupo ha recor,ocido :i6lc cinco especio~ de 'e::a..f'l,,.)i-""l.UTi. 

dome:;t.ic~c:!as. E:;t.~s especies son: 'e. ll.l'W""i.u.u.m., "e. dH1A:.n,..>~. ?! • 

.!a..;..ca.tu.m,., 'e. ;..-1.t.Ue::>ce<v.> y ~. (l.u..5C::een..~. d.e l.;.i.:; cu.l.l(;;:; 1.-:.s do::; 

primor~.:; son ia:: má:> ~mplla.mG:r.t.o difur.dic.!a::; en Héxi-:.:c::. 

lndu::ot.r1as ali:ner.t.i.=ia J farr.l.j.ccut.ica, dcr.t.rc de la.:.:;. ¡::.-irr.cr.:;.:¡ 

::a comerci.ali;:~ pcr :;u pic:or .::umo fru~.;:; c.:=mplz• ... u e :::o ~ol':c 

para l~ elaboración de:? :;,:).l:;:.:..:;. e chiles en =ons~r·'.·z.., .:iin 

embargo par~ el :;a;:cr.amizr.t.o de ;.li;ncn.._o~ ::l~t:cr..._c.!c:; e:; m.::..=-

c:.:in·:cn1::nt.e u:;.ar c.:l ::x+..ract.o aceit.cso del t"rut.o, el cual es 

conecido como "oleorresina". En la ind.u:;t.ria !"'z..rm.:J.c!".:·útica :;e 

h~ce u:oo d::::- la clcorresina, :,·a :;ea como cst.imula.nt.e o 

c~rr.una.t.ivo ;;r. pr·cscripci.cnc:; oraic:;, e .::ame cant.r;.:.irr.i.t.ant.B 

de cnfermedade:; como el reumat.i~mo, la ncuralgia :,• en 

1nr1a~~ciones de garganta en pre:ocripcicno~ cut.ánea:; o 

c~t.erna.:; CHeiser y :Smit.h. 11J53: Pur:;eglo".'e :r c~l .• 1991: Green 
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y F'lamm~r·. 1C9'9). 

Er.~rc 1.:..~ prep¡cdadcs ~s lmporlantc:; del~ oleorresina, 

dz-~d.::: el -punt...::i de vi~La. t..cc:iologi-:;e, :;or, :;u ::clor, olor y 

:;obr.:t.odu zu picor CPurseglo·1e y co! • , · 1oe1-: C-cv.:..r.da.raja.n, 

1087). 

Según Maga Cl975), el color es·.debi~o -·.:.. u~. gran numero 

de pi;ment.o::::o, ent.re los que predomirl~n ,_la .. · cap::ant.i:ia, 

~~=nlra~~.:c el ~º:.º:ace:la d:~c j'~,23~:5ti:~~::;:~::~{:~ r ==~~= 
l Go ... ~ r.dar a .i .:Ln, ! aseb ·.F ! 097:) ~- .~:-:~ '--:--:~.$:,:;'.'~ .. :.~:~\:-·~~"' 

E! pic=:r ~-1:!.~~;~0·~~,~~~-~~·~}k~~::~ffé:~i[-?=:I~~:,::-~"~/~d~bida a Una --

~~~::~~t~11i~lil~~~~:~:::~ 
~~t.r.-?·:·-.~::!'e ··.: 1 ~~-·-.g~-.;.·~~~;··:.~·i_i -~~·~~i.·~;..::c¿ ::_,,:=i~·c· pr =~ent.:.. el u::.o 

de ::;on que lo:a 

cap~aici. r.oi de:; se encuent.ran en' - muy pequet"fa:i cant.i da des 

Cm~~dmo 5 a 10 !C, ~l enranci,¡¡,mient.o que sufre a. t..r a.:1cz del 

t.iempo y el que ~u calidad ~e ve ir.fluencia.da por ':.lnü. :¡;¡::-an 

c.:..nt..ldad de fact.ores t.ale:::; come el e~t.aUo de me.durez del 

frut.o, el 'Lrat.a.micnt.e t.M.nt.o de :::;ccadc como de ~ri t.ur::.ci6n del 

frut.c •. :r ~obret.odo del cli ~ol vent.e u::::oa.dc par.a ::.u ~;tt.racci !:in. 

C:;n:oider:i.nd.o pcr un la.de la pr::bl~rr.áLi :::i .:.nt.;:; i:;:r :: ~=r .:.:1 

c~ro la r,ec~:::>idad de 

:..1 :nac.:en;:..r:,1 ~nt.c, :!e 

c.:..p:;i..lC.i.r;~i·d.~~~ ~c,--_u::o - 1 ndust.~!_.:i.l. 5'."ir• cmb.=..rg=-. a.un c::uand:;,," ::e 

h.:.. r.:;:ali=.ad.:::i la sint.e~i= qui1rdca de e::t.o:::; ccr..pue~t.o:o. s~. ho::.. 
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in·rolucra una gr·iln cant.idad de paso'.:> que al !'in.al gcner.:.a.n una: 

mezcla :fo i ::.6mer o:: de pi cor .:fifer~nt.~ al e.Je .lo:¡ 

cz.p::::.;:.1c.:..r.otdE!s; por -::it.ro l.:i.do. :;u cbt.cnc1en .l. p;.ir·• ... ir d.:? la 

puri!'ic.:>.c.i.on do clocrr3sin.l.s :;,:; un proceso con b:s..jos 

rcndimit::nt.o:::: y .J.lt.o::. co~t.o:::: C~u:zuki e l\Jai. 1084; Pur~ai;lc::r.-o 

y col. , 10Sl). 

En Hé:dcc, el chile Juega ur, papel t.an import..:>.nt.e dcnt..ro 

del régimen .:illmcnt.icio que se le con::::oldcr.:i. como p;irt.c de ·10J. 

cult..ura del mexicar.o. encont.r~ndcse relacionado con ~u~ 

cra:cncia:; :1 tr.1dicioncs CPickcr'3gill. 1oea: Long, ,;osa: 
Leme! i, 1 906). 

Ces.c!c el punt.o de vist.a nut..ri=ion.:i.1 el _::hi1~:~:-:·c!i· 
l rnport.ant.c come !'ucnt.e de vi t.~mt. nL..s t.al es c:omo .- {1·~n~.f-~.l"-~.:.: ~-­

ri bo!'l a·..-i na. niacina, ttc!do OJ.::>córbicc y rct:i·_noi~~-;~:·:_~-~~~~-1~~~;_,-~;4~>­
pre::;cnt..:i.r al ;1ur.os mi nerOJ.lus como el hi cr t· :::i y~,--.,cF ~:¿_i[bi_O:~ 

¡:::r·ot.cina~. c.~rbohidr;;ilc::: y gr.:i..:..:i.:> (In:::tilu'.c . .-:-~1_.:i_5~~-~i.~i:;;~
1

-~~::_·_~-~ 
Nt.:t.ric.1:..ir., 197:"'; Lor1g, 1096). "·" 

De- .!.'ls c~¡:::eciez de "!~;..-:;lG-..u,,,. ~u:;cs !"rut..o~ ::{j_~r~_C:::~.:~?~~-.ii~ .. :O 
grado de .é.C~pt.ac1ón :r divcr·::oidatJ :m Mé~d.cc -se cncUc-n·t-·:·.:..ri :=:· 
a..n..nu.u.m., dcndG!' :lC incluy-:-n l::ios chiles Jo:il.::..pcf\'cs'- C'e. n.n..n.u.wt" 

v.:i.r. a.r...n.u.ur.W "..I le:;. pi C1Ui ncs ::, ~. an..n.1.Lu..m. ua.: • tJ1.:W.".,i:u ... ~.:..·u.b.wU. 

Lc;z .=:hiles J al ¡,i,p;zf'io:;. !j,cn los ~:::; i mpcr t.u.nt.c:!S cconémi c.:i.ir.ent.c 

t.;..nt.o en el mcr·cado naci ~nal ::orne en el e . .:lra.n;ciro, 

cat.alcg~ndose como una ·raried.'.l.d pican't..c; en la act.ual.idad :le 

cuent.a con do:. cul li vares m.eJor ado:;. (Jarocho y P.:q::,"\l capan) 

que ~e !'armaron por el mét.odo de lif'l.:?.'.l. ;::ur.:.i., a t.r.:i.·1~:;; de 

,,j.Ut.O(€cundaci onas y solecciono~ individual e~ c:;n pobl aciono::. 

nat.iva~ de chile. Le~ frut.o:: Ce e:;.t..a especie ::on de r~rrl'\a 

~"ni.e;.n., de paredes gr:..ic::.a-:. :t car·nosOJ.$. de cuerpo cil!.ndrico o 

.:tplanado con tLpice pt.:nt.l.1Q".Jda ~ ch.;l.t..c. De cclcr ·:crGc ob::;.curo 

c:.i.n paredes li:;.;..:; an est..;.ida t.icrnc y ;·ojc :::.m czt.ria!i al 

mddur ar. 
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Er. ::tJant.o al chile '::h1lt..e~1n, c:la:;if"i::.ado cc..r:.o ur~.a 

variedad DtJY pic.ant.~. forma part.~ del ~rtJp.:;:, de lo~ pi.qui:1c~ 

10~ tipos ma.: :o:J.l·.¡cst.rc:: dll C. anriUl,.1.'n. :l ¡:.r.:;:,bo'.lbler:i.c-nlc :;cz.n 

le:; proger11 t..:;:,rc:::;. ::le les chi l e:i J.:.i.l apcfio::o; clent.rc Ce c::;t..a 

·.-;;...rieda.d ox.ist.c mtJcha ·.-ariación an ~u~ fcrm.:.:;; • .::olore:;, 

z:.:.i.bore:> :.· nombre::;.. Sus frute:¡ ::ocn de mar1c:i de ,13 r.ú!imctr::>~ 

de dit.metrc, reden.des u o·:.al .a.dos, crcct_o:; y dccidtJ;:.:!O., ~::in 

:::oilvcst.res y c:-<t.rcm.:i..damcnt.c picant.e::;. 

C\.r-._. de l.:z.:; c:opecic:e d~ -e:~;:(.o(.tur;, c.at.alc.:gad.:.. 4.....ambJ.é'r: c::>mo 

mt..:y ple.ante es '!!;. <.;./W-~vi..~t! (chile Ha.b.ancr·o), ctJy:i d1:;t..r1buc:.1ón 

~e cncuont.ra l.:.mit...ada a la penir.sula .:!!.'? Yucat..!ln. y por z-n_dc 

su uso 3C re::at.r i nge en su m..::i.yor parte a aspc:c.:t.c!; cul i nar los 

regionales. Los frut.cs son pequcf":::Js con !'orm.a da t.rompo '/_-con 

una marc~d<:l conzt.r1ccl6n en la base. Verde claros en c::;t..ado 

tierno "/ c::::in t.cno:; ~alm6n, :"'OJO, c.af:!: e arnar~llc al m.a.dtJrar. 

CPur::eglcvC!' y c<:.Jl., 1991; ?o::c y Labcrdc, 10€4;- Long,. 10$0). 
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3. a LOS CAPSAIClNOlDES. 

Corno :a mencionó .:i.nt..criormc)nl.e, los i-rut..o::. de ehilc 

present...:i.r. una ::.cric de compu~st.os cor,ocic!o::: ~cr. el nc.:mbr·c 

gcnerico de c.np::aicinoida:: CCAP:::::>. las c;u.:i.la:: :;e, u~ar\ ,come 

ac.lit..ivo!i ~limcr1t.icio:; ::on est..abilidad en~ ~l '.pi~'~r: '·<t. r.:or,· 

propiedad.as ant..io:.üdant..cs y ant.im.lcrcbianO:::', ·-·=-·;tiro'":"$~/~·· 
G'.\.C'U..:.. y ~. ;~tUi.,~ C'3o·.·ind~ra.jan. iae7). ·A(l~mti~-.<pr'é:6CO~~n 

ur.a arr.p.l 1 a q.::.ma de .:.i::l icac;iune::: en la i ndu:ot..~ i i'.'.~:'f~i-~ci·~~ú~-Í.~~. 
ya ::.~a pcr ::.u::: efc::tc.:::. ::.obre el =i:::t..cm.:i.. r~c:.pi.r:z.L6rfc_- y 
cardio·1a.::.c'.Jlo'l.r. como ana.lge:;ico local al ac\.u~~-~--:-·:46~/-~:.--.~~l·g~~o~ 
ncurct..r.:..r.::.mi:oor.=:; e corr.o cst..imulant..e CT.:::idd y col.. 197'El; 

Lccm.::.n ·¡ Rai.ner, 1'381; tknscrrcou::orn y c;ol. ,, l'J82). 

L.:.. :;;u::¡!..ancaa p1can._c de la. oleorrc~ina fue obt.cn1da por 

primera ·1cz en forma cri.:st.alina en 1876 por Tresh. quien 

adern!i.s le designe el nombre de capsaicina: :;in embargo no fue 

sino hast..a 1933 que Nelson y DilWSon dieron a conocer su 

e!St..ruct..ura como N-C 4-hidroxi -3-mct.o':-dbcr1ci l) -8-mct.i lon-Ci-

enamida. o ácido e met.il-6-nonoicc de vainillilamina C$uzuk.i e 

l"Jai, 1084). 

Po:::;:t.eriormcr.t..c. en 1969 Benr.ct.L y Y.írby mcdlanle 

est..udio:; de rc=:¡cna.ncia. iTlagnét..ica :t c~pcctcmclr i:... dc-_-0 m..:i:::;:D.:::o 

post.ularcn que el eAt.ract.o picant.e: del chile c=o.t..abz.. 

ce;nst..it..:.s:.do por ...i.l mcr1us c.incc cc..:mpuest.as ar.alügc:;, loS 

cuales fueren l ucgo e:at.udiadc~ por et.ros inve:it..igadore:o, 

quienes ~:;t.ablccicror1 cst.ruct.ura quimic.a. 

nombres correspondicnt.es: Capsaicina C".:). Dihidrocapso:..:i.cina 

CDHC), tlordit-.ic.!r·ocapsaicina CMDC), Homcc;ipsaícina CHC) J 

Hcmodihidroc~p~~icina CHDC). De cst..os compue:olos. 1" 

Cap:;aic::.na :1 la Dihidroc.::i.p::aicina :¡en lo:; principale:; 

const.it..uyent..es de los frutos, llegando a. const.it.uir hast..a el 

ge:~ del tot..al de lo~ c¡ipsaicinoides en las especies rn.tl:; 
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picant.e:;., ::.:i.mbi.:i.ndo dicho porcent.ajc según la vari:::dad y la 

m.:;.duracicr. del frut.o Cl'J&il.i .r col., 1077a y b, 1070: Su;:uki y 

y grado de picor del grupo de los capsaicinoide::.:. 

Rc::;;pect.o a la bio::::>int.esi:::;. de les capsaicinoides se ha 

observado que ést.a se cncuent.ra det.erminada por el grado de 

madurez del frut.o y por la:. conc!.J.::ionc~ ambient.ales, 

prJ.ncipalment.e t.cmporat.ura y lu::. Do bc:ho en le:; t.r~bajo::;: 

real 1 ;:a.des por ! ·..:ai y col. er. 197".) ::e dcmo:::;.t.r 6 ::;uc;.· el 

Karayat.::;;ubu:::;.~ :;e;: det.ecta g. les 20 .dia:::;. dc::;.puc:. de la 

flor;..c16n y aument..:i. gradualmcnt.c con el cr-~=im.icnt.o c!.cl frut.o 

h:..:;t.a. lo=.. 40 c!.ia:::;., pc:::;.t.cricrmont.c e:::;t..:.. conccnt.r.:i.ciCr. 

di.:aminuyc debid~ ;;ircba.blemcr.t..a a que jUfr·cn dcgr.::.do.s.cicm o 

dcsccmposJ.cJ.én quim.J.:::a, rn.ient.ra~ que la ccnccnt.:--.:i.ci6r. de 

carot.encide::. a.ument.6. mi ~mes aut..::::ircs en 1977a 

ob::¡ervar·on que la biCJsint.osi s y acumul a~i ón da ast.o:::;. 

ccmpu~s·~c:i depende :le las condicione!; de cul t.i vo, 

principalmerit.e de la t.emperat.ura, c;.l f'ot.opcriodc y la 

fcrt.ili=aci6n, Su::; r~sult.ados en :-J. .:z.n.n.uum. var. p.'t.8.:>.:>um 

Cchilc dulce) most.rarcn que la biesint.e~is s6lo se llc·16 a 

cabo bajo c~ndicione~ de luz cont.Lnua d~ran~e la m&:i..duraci6n 

pcst.-cosecha, y qua est.o so raall;:.6 en l;:i. pl:.icent.a de los 

frut.cs, mient.ras quo en condiciones de obs:::urldüd no :;.e fcrm6 

nlngUn c~psaicincidc: l~:::;. mi:::;.mos rcsult.ado~ fuaron obt~r.ido~ 

pcr ;:?ost.c:::;. aut.o:-c5 C!Q77b;, al incuboir frut.~:::;. :.nrr.adurc::a de 

est.a c:>.pccic ca:-cnt.~~ de pedúnculo cr. pre:i:mc.i~ de 

v¡-¡.J.n;.llilamir.a ;,· ácido i~cc!i..pr~ce Camt..c~ pr~c'..lr:::;erc:::; .::-n l.:.. 

rut.a bi o:;l nt.6t.1 ca de CAPZ-> , t.ant.o en candi ci onc:::;. de l u:: c::noic 

de:: cC~curidac!.. 

En les e~t.udlo:::; rca!izadcs por B.:i.lb¡:. / c.:ol. ~1068), on 

cLile:;; de Egipt.o. ~e Cemo:;.t.;-0 que etiste un incremento 
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PI COR Et! UtlI D:.DES OP.GAllOLEPT! CA$ 

SCO'l! LLE llI LLCtlES ml .'g 

GRUPO R NOMBRE T~od y col. ':1'377) _Tercni 4 .. chC1'::181) 

CAPS'AICI NA 1e.1 1 -:i. e 

DI HI DROCAPSAI CI tlA l!l. l - o. !l 

tlORDIHIDROCAl'SAIC!HA CJ. 3 T O.~ 

HCHCCAPSAI CI NA !l.9 ¡: 0.9 

HCMODIHIDROCAPSA!CHIA B.l ¡: 0.7 

TABLA II. ESTRUCTURA QUIMICA, NOMENCLATURA 't 

GRADO DE PICOR DE LA CAPSAICINA 't 

SUS ANALOGOS C ADAPT AOO DE SUZUKI 't 

COL., 1!181¡ GOVltlDARAJAN, l!lB7>. 
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gradual en los nivelas de capsaicinoidc~ con la ~duro: del 

frut.o, ya qua el picor s.6lo Sl3 logr6 dat..cct.ar· ha~t..a que los 

fr•.J•.c~ i ni -:i ~ren c:l cambie de color;:i.c:.én do :crde :... ·•e1·.:lc 

arr.arillant.o. lo cual ocurrió cuat.rc :::>.em.:.na:::. dc:::;:pués .:le l.a 

floración en las plant..as cult..ivadas ::?n verano y :.. la:> cinco 

semana::;: en plant...:.s cult..ivadas en ot..oflo. de lo que :;e conc.luyó 

ademt.s, que la veloc;.da::l de biosint..esi:; y l;:i. ac.ur:iulac!On de 

C.APS e~ mayor en verano que en ot..of'"ío. 

tYvro de lo:;: cst.udios que demucst..ra la influ~ncia de los 

f.:..ct..cr~'.; :..mb1cnt..alc5 en la biosint.csi::: de ::!:Ot..cs compuest..o::, 

es el reali:ado por Suzuki e I·J;:i,.i C1!)84) • .::tuicncs. dcmo:;t..raron 

que la~ t..emperat..uras menores a 20e C en lo:;. cult.1vos de 

°ta..(l.."~1J.m.. di sm.i nuyer on 1 a vcl oci C.a.d de flor aci 6r1 y el 

cont.enido de cap~;ii ci noides. m.lent..ras que a t.empe~_at..ur'as 

mayores la ::oint..esi:; y acumulación de e~t.os met.aboli~?~ ::Oe 'V~-6 

alt..ament..e favorecida, 

El t..rabajo prcsent..ado pcr Subie:;: Ccit..ado .:::n SUzul.:i e 

Iwai. 198~ mc:;;t..r6 el paµel primor· di .).1 

macronut.rient..cs en !a prcducc16n de CAPS. ~n él 

.;ucg.o::.i.n lo~ 

se est..:ablcci6 

que ! a ma;·or si nt..esi:; de es t. os met..abol 1 t..os; .zn ~. a,n.r¡,u~ se 

109r6 aplicando .::i. les cult..i·~cs 130 ~g/h¡i,. de pot...::i.sio, 90 kg.'ha 

d.c nit.rói;;eno y .3.3 l.:9.'ha de f6::;fero. ;i. ~u vez. tfc·..1.:.k Ccit.ado 

er. .Suzuki e ! ·..1ai • 1 Q84.) obscr v6 que l ·.::i:::; cul t.i vos 

hi drop6ni co::; de ~. CUU\.UWTI. la acumul ;:a.e i 6n de c;;.p~.:i.1 ci noi de=. 

sst.a influenciada. por la cant..idad de le:;; micronut..rient.e:;; 

cobro, boro y molibdeno, 

En cuarit.o al ::.it..io de bios1.nt.esis d~ est.o:; compuast.os, 

le:; primeros e::;t.udio:; reali;ados por f"uruya y Hash1mot..o en 

1054 Ccit.ado en Suzulci e Iwai • 1094) dct..Ermin.::i.ron que.; é~t..a ~e 

realiza cspaclficamont.e en la pla.cent..a. del frut..o y 

especularon que eran ~ecret.ado~ dent.ro de recept..Aculos a 

part..lr de ct:lulas epidérmicas del surco longit.udina.l de la 
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placent.a, como complejos li pi dos-CAPS. Pozt.eriorment.c, 

mediant.e t.écnicas de microscopia olect.rónica, Iwai y col. 

Cl977a) comprobaron que los capsaicinoides son sinlct.izados y 

acumulados en las citlulas CJpidérmicas d~ la placent.a. A lo 

cual SUzuki y col. Cl980) y Fujiwake y col. CiQSO), agregaron 

que la mayor acumulación dent.ro de est.as célul~s opid~rmicas 

se encuont.ra en vesiculas similares a vacuolas. Recienlcment.e 

Za.msky y col. (1987), mc:ist.raron que los CAP$ inician su 

biosint.esis dent.ro del comp.a.rt.imient.o int.orno del rct.iculo 

endopliismico de est.as células y aderntls sugieren que las 

vesiculas donde se acumulan los CAPS son formadas a part.ir de 

fragmant.os del ret.iculo endopli~mico qu~ migran a t.rav~s del 

cit.opla::ama fusionindose con el plasmalema, agrCJgan por et.ro 

lado quo el pla3malema debe jugar un papel muy import.ant.e en 

la excreción de los CAPS a la zona subcut.icular del t.ejido 

epidermico donde se acumulan. 

Invest.igaciones acerca de la rut.a biosint.ét.ica de los 

capsaicinoides ~uaron iniciadas por Bennell y Kirby C1968) en 

rrut.os de ~. AnAuwn.. y por Leet.e y Leuden Cl9'58) en frut.os de 

~. ~\UC6c:.en..o. sus rcsult.ados revelaron que t.ant.o la 

fenilal.a.nina como la L-valina y la L-lcucin.w. act.Oan como 

precursores en la biosint.esis de los capsaicinoide~. donde la 

fenilalanina es precursora de la part.e arom!i.t.ica o da la 

vainillilalllida y la L-v~lina y L-loucina son precursora:::. de 

la cadena acil -;rasa. Est.os ost.udios Cucron post.criorment.e 

comprobado~ por Iwai y col. C1977a y b, 1979), Suzzuki y col. 

Cl980 y 1981) y Fu.jiwake y col. Cll:l80 y 1982), quienes 

usa.ron la especiCJ "e. a.n..n.uu.m. var. a.n.n.uu..m. cv. Karayat.subu:;a 

y propU3i~ron la rut.a biosint.ét.ica most.rada on la Figura 1. 

Aunque se han realizado un gran nOrnero de est.udios sobro 

la ruta biosintét.ica de los CAPS. no se puede considerar ést.a 

como t.ot.alment.e completa. y· dilucidada, debido a que aun 
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faltan por determinar los p~sos intermedios de un compuesto ~ 

otro, tal corr.o la formación de vainillilamin~ a partir dol 

ácido ferúlico. asi como establecer que enzimas est~n 

involucradas y cuales son sus caracteristicas CFujiwako y 

col .• 1980: Suzuki e Iwai. 1984). Hasta el momento lo que se 

ha llegado a demostrar es que algunas de las enzimas están 

distribuidas en diferentes organelos celulares ya qua 

mientras la fenilalaninamonioliasa_que cataliza la conversión 

de fenilalanina. a Acido cinAmico se encuentra en el ci tosol, 

la trans-cinamato-4-monoxigcnasa que cataliz~ la reacción do 

Acido cinAmico a Acido cumtlrico y la capsaicinoide sintetasa 

la cual cataliza la reacción de condcn::::.aci6n de la 

vainillilamina y la cadena ~cil-Qrasa han sido encontradas en 

el tonoplasma de la vacuol~, factores que dificultan aun 11\As 

el entendimiento del transporte de los intermediarios de la 

ruta CFujiwake y col., 1982; Luckner, 1980). 

Respecto la formación intracelular do los 

capsaicinoides, Suzuki e Iwai C1984) propusieron que 6stos 

eran sintet..izados a part..ir de vainillilamina y diferentes 

~cides grasos. en la forma de Acil-CoAs. con la int..ervención 

de la enzima capsaicinoide-sint.etasa localizad.a. cerca del 

tonoplasma Cmembrana de la vacuola) para lueQo depositarse en 

la vacuol.ii., cuyo contenido es secretado posteriormente al 

ext.erior de la célula y acumulado en el reccpt~culo come una 

mezcla de lipidos-capsaicinoidas. 

Considorando ahora el aspecto de cuantificación, es 

necesario mencionar. que aun cuando se cuenta con una gran 

cantidad de m~todos. la mayor1:3' de ellos presentan r¡¡rande:; 

problemas en su aplicación, ya sea que tienen una 

sen~ibilidad inadecuada y/o dan una pobro resolución. Por un 

lado, se tienen los métodos colorim6tricos y 

espectrofotométricO!:, algunos de los cual es presentan 
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inost.abilidad en el color o t.urbidez, o son muy el6l.bor,¡¡.dos,· 

cost.osos y consumidores de t.icmpo, et.ro:; en C6l.mbio sólo d::m 

rcsul t.ados semi cuant.i t.at.ivo~ o su det.ermin::ición e:: muy 

subjet.i'l'a.. En los mót.odos cromat.ográficos, y,¡¡. sea de gases o 

de alt.n e~iciencia, la principal problcmá.t.ica es la falt.a de 

equipo ya que en general son los 11\is confiables on las 

det.erm.lna.cion~$ cuant.it.a.t.ivas de CAPS C!wai y col., 1979; 

Bajaj, 1980; Rajpoo~ y Govindarajan, 1981J. 
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3. 3 EL CULTIVO DE CELULAS VEGETALES PARA LA 

PRODUCCIOH DE METABOLITOS SECUl!DARlOS. 

El Cult.ivo de Céluia:s Vegait.a.lcs consist.e en cult.iv.ar t.n. 

ui.VLtt cualquier t.ejido, órgano o célula. vegetal ba.jo 

condiciones asépt.ica:::; y a.mbicnt.a.les cent.rola.das, en ml3'dios 

nut.riLl'./Os adecuados a la espec:i.e y a.l objet.lvo que se 

p~r~1ga. ya sea m.icropropagaclón, preservación, producción de 

rnet.abolit.os secundarios o est.udios bA.sicos. El uso de cst.a 

t.ccnlc:a para la produc:c:lón de met.abolit.os secundarios se ha 

considerado una alt.erna.Liva. a.t.ract.iva a lo$ problemas de 

ext.racclOn, de slnt.esls qulmica y de pureza de est.os 

compuest.os, de hecho exist.en una gran cant.ldad de met.abollt.os 

que han sido obt.enidos med..iant.e est.a Lécnica, algunos do los 

cuales se muest.ran en la Tabla 111 CFowlcr. 1903). 

Tabat..a C19T7) rec:onocc que las vcnt..ajas que ofrec:c el 

cult..lvo de células vcget..ales en suspensión Cmcdios liquido~). 

para la produc:c:iOn de mat..a.bollt..os secundarios de lnt..er~s 

ec:onOmic:o son: a.) Se pueden c:onseguir velocidades de 

bloslnt..csls in.As rApldas que en la pla.nt..a original: b) Se 

pueden originar c:ompuest..os qu1mic:os que no se producen por 

c:ult..lvo t..radlc:lona.l; e:) Se puede elevar la produc:t..lvidad 

regulando los fac:t..ores que inciden on la biosint..esls y 

ac:umulac:iOn del produc:t..o: d) Se dan buenos rendim.ient..o:a en 

est..ruc:t..uras t..ant..o organizadas como no organizadas. y e) 

Exist..e la posibilidad de realizar biot..ransformaciones con el 

fin de mejorar el produc:t..o, Cla blot..ransformac:ión de 

d.igl\.oxina a digox.ina). 

Por su part..e, Fowlcr C1983). desde un punt..o de vist..a 

biot..ecnol6gico af'fade las siguient..es vent..ajas: a.)Independenc:la 

a las condiciones amblent..ales t..ales como climas, plaga::, 
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TABLA III. S1JSTAHCIAS OBTENIDAS MEDIANTE 

CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES 
CFOWLER, 1983). 

ANTROQUI NONAS 

AGENTES ANTI LEUCEMI COS 

AGENTES ANTITUMORALES 

AGENTES ANTI VIRALES 

AROMAS 

BENZOQUJ NONAS 

CAR90HIDRATOS 

GLI C0SI DOS CARDIACOS 

DIANTRONAS 

ENZIMAS 

INHIBIDORES ENZIMATICOS 

FLAVONOIDES 

SABOR! ZAHTES 

HORMONAS 

I NSECTI CI DAS 

LA'JEX 

LIPIDOS 
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ALCALOIDES 

NAFTOQUI NONAS 

ACI DOS tlUCLEI COS 

NUCLEOTIDOS 

ACEITES 

ACIDOS ORGANICOS 

PEPTIDOS 

PERF'llME:S 

PENOLES 

PIGMENTOS 

REGULADORES DEL 

CRECIMIEtlTO VEGETAL 

PROTEINAS 

ESTERO! DES 

TAN! tlOS 

TERPENOS 

VITAMitlAS 



conlra~les eslacionaies. ele.; b) So generan sistemas de 

producción d~rinidos, lo cual posibilita un control sobre el 

abasleci mi en lo del mercado. e) Se li ene una. mayor constancia 

en la producción. lanlo en la cantidad como en la calidad, y 

d) S requiere poco espacio y menores tiempos de producción. 

Sin embargo, exislen también múltiples raclores (algunos 

conlroiables), que inciden en la producción de estos 

compuestos por cultivo i..n. uuw. los cuales se 'resumen en la 

Tabla I'I. 

La posibilidad de u~ar cullivo~ celulare~ como sistema~ 

de producción de mela.bolilos secundarios apareció alrededor 

de los af'Sos 3o•s. sin embargo. no f'uc sino hasta los 90"s 

cuando Roulier y Nickell presentaron un trabajo en detalle en 

una patente de Pf'izer CUSA). a partir de ese momento es 

cuando la aplicación de esta técnica comienza a ser mayor. No 

obstante que la iniciaci6n de los cultivos celulares no 

f'ue un éxi lo general. estos f'ueron acampanados por un buen 

establecimiento de lineas celulares capaces de sintetizar los 

productos de interés comercial caraclerislicos de la planta 

madre: aun asi, lodavia las concentraciones eran muy bajas y 

a menudo escasamente exis:lenles. A f'inales de los ?o•s, la 

si luación cambió suslanci al mente y comenzaron a aparecer un 

nú.mero cada vez mayor de reportes sobre cultivos en 

suspensión que biosinlelizaban el producto deseado a niveles 

cercanos o aun rná.s altos que en la planta. ~ esta manera, ,;;:e 

inició la investigación en sistemas de células vegetales en 

una mayor escala lanlo en cál ulas libres como en 

inmovilizadas, asimismo :se prof'undizaron los est.udios 

rererenles al comportamiento bioquimico y f'isiol6gico de la 

célula vegetal en condi cienes ln uU'l.<1 y sobre las 

interrelaciones existentes entre el crecimiento y la 

biosinlcsis del melabolilo en cuestión. 
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TABLA IV. FACTORES QUE INFLUYEN EN LA PRODUCCION 

DE METABOLITOS SECUNDARIOS EN CULTIVOS 

DE CELULAS EN S\JSPEHSION CAdaplado de 

Z.>nher y Kurlh, 1082). 

A. DC LA CELULA YEOE.TAL 

- NORFOLOOIA DJt LA CELULA 

- DOSA.IE OENICO 

- SENSIDILIDAD A LAS FUERZAS: 

DE CORTE 

- ESTA81LIDAD 0-.::NETICA 

8. COMPOSICJON DEL MEDIO 

- Pa11:cuasoa.:a y ANALOOOS 

- ELEMENTOS Ta.A.ZA Y VITAMINAS 

- a.EOULADORES DI[ CRECIMIENTO 

- ADICION DE MICaoaOANISMOS 

C. CONDICIONES DI: CULTIVO 

- DISENO DEL AEACTOA 

- TAANSFEAENCIA DC OXIGENO 

- TKNPERATUaA 

DIFE:RICNCIACION 

- TAMANO DE INOCULO 

VELOCIDAD DE 

CRECIMIENTO 

CINETICA DE: 

PRODUCCION 

FUENT~ DE CARBONO 

• FUENTJt NITROOENO 

FUENTE P'OSFATOS 

cow:rucs:Tos 

oaOANICOS: 

- pll 

LUZ 

TIPO AOITACION 

D. paoPJl:DADS• DE LO• META•OLIT08 SECUNDARIOS 

- l:STAalLIDAD FISICO-QUHllCA 

- ESTA81LIDAD DE LAS ENZIMAS QUE LO PAODUCEN 

S. EFECTO DE aEOULADOKIE8 

- ADICION P•ECU•SO•ES EN 

CINl:TICA DI: PaODUCCIOU 

- asrak~ION CATA•OLICA 

- EFECTO& DE •ET•OALIMCNTACION 
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- a1:r•ESION o 

IUlllBICION FO:JP'ATO 

INDUCCION 

• EXCRECION 



En base a est.os est.udios se ha llegado a est.ablcccr 

una est.rat.egia general para el desarrollo de proceso~ 

biot.ecnológicos con c6lulas vc9etalc~. la cual se represent.a 

en la Figura ~. Gracias a la aplicación do cs~a cstrat.e~ia ~e 

ha lo~rado cxitosamont.e la producción a nivel indust.rial y la 

comorcializ.ación de:l agente! bactericida. antinflam.a.t.orio y 

colorant.e shik.onina a part.ir de cultivos en .suspensión de 

~ltli.4-!>flA/Wl.Ulfl. M~~J80., por la compai'Ha japonesa M.lt.sui 

Pet.rochemical CFujita y col., 1901), Ademas de este proceso, 

existen actualmente et.ros que se encuent.ran en fase de planla 

pilol.o. 

Aun cuando el polencial de esta t6cnica ha sido 

ampliament~ reconocido y a que exist.c sólo un proceso 

comercial, es claro que se t.ienen probiemas significantes que 

impiden la indust.rializaci6n de est.os $ist.emas. Ent.re 6stos 

se present.an la lent.a velocidad de crecimiBnt.o de las c6lulas 

veget.alcs, lo que hace la expBrimentación muy t.ediosa, se 

t.ienc además la necesidad de cent.ar con biorreactores 

adecuados a est.as células, las cuales son muy ~cn$ibles a la 

cont.aminación y a los esfuerzos de cort.e a que es~an sujeta$, 

y a et.ros fact.ores propios del crecimicnt.o de est.os si~t.eM.).S 

en biorrcact.ores. Sin embargo, el problema principal son los 

bajos rendimientos de los productos no asociados al 

crocimicnto de la m.ayoria d~ los cult.ivos, con respet:=t.o a los 

cbt.enidos por las plant.as U\. uW• CShuler y col., 1984). 

Es por est.o que se han buscado diferent.es alt.crnat.ivas, 

basadas t.odas ellas en la est.rat.eQia general representada en 

la Figura 2, que a su vez per:mit.an majorar y cent.rolar la 

producción de est.os compue:;t.os en cult.ivos en suspensión, los 

cuales a diferoncia de los cult.ivos semis6lidos present.an 

mayores vent.ajas, ya que los primeros generan agregados 

celulares peque"os e inmersos en una fase acuosa en 

28 



FIGURA 2. ESTRATEGIA DE SELECCIOH PARA LA PRODUCCION 

DE METABOLITOS SECUNDARIOS EN CULTIVO DE 

CELUl..AS VEGETALES CSl.afford y col., 1996). 

PLANTAS 

DIC CAMPO 

PLANTA SEL.CCClONADA CON ALTA 

rP.ODUCClON p¡;L 1.tli:TA.DOL.lTO SECUNDA.RIO 

ODTltNCJON DIC MATERIA.L. OERMll.fACION DE 

SEWIL.LA.3 Ul. UU'°l.O' 

SEJ..l:CCJ:ON DI: LAS CONDICIONES PAaA LA · 

INDUCCJOH Y NANTl:NIMllCNTD DIC CALLOS 

&N MEDIO ss.ansoi.100. 

•EUCCJ:ON DS CONDICJ:DNl:S 

PARA 51N'l'ESl9 DEL PaODUCTO 

l:STABLECIMll:NTO DE 

CULTIVOS l:N SUSPCNSION 

ANA.LISIS DI: PaODUCCION SCLECCION DE LlNEAS 

META•OL.ITO Sl:CUNDAaJo 

•ELl:CCION DI: LAS CONDICIONES PARA 

ca11:c.u11.1:NTO CELULA• y P•ODUCCJON DE 

MIETA•OL.ITOS SECUNDARIOS ICH CULTIVOS 

EN SUSPl:NSION, 

ESTUDIOS DE SSCALAMl~NTO 
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movimiento qua f"a.cilita el i nt.ercambi o gaseoso, la 

alimi;nación de los oradienles do polarización en el t.cjido 

y l.J. homogcnizaciórt cm la dis:lribuc:ión d~ los nut.rienles, 

a.ument.ando por lo tant.o la vclocidild especific:il de 

cracimienlo CYeoman y M.acleod, 1977). 

Ent.re las alt.ernalivas que se han propuest.o y usado para 

elavar los rendimient.os de producc:ión se encuentran las 

sigui en t. es: 

1.La manipulación del medio de cultivo Cya sea en los 

regula.dore:» de crccimii::nlo, en Las sale~ minor.aic.s o en l.a 

fuente de carbono. principal~~nt.c), 

2.La adición da precursores. 

3. L..a mani pul ación do las candi cienes ambi onlal es Cl u:::, 

t.cmperat.ura, aereación y pH), 

4.La .inmovilización celular, 

9.La inducción de mut.ant.es, y 

6.El desarrollo da mélodos do s~lección para aislar 

lineas celulare~ con alla.s product.ividades, 

cuyo objet.i vo en común es provoc:ar la a::.q::,resión t.ot.al de la 

información genét.i ca de la biosint.esis del met.aboli t.o de 

int.erés CShuler y col. , 1984). 

Aun cuando t.odas ast.as est.rat.egias han dado buenos 

result.ados, siguen siendo en su mayor part.e, acercamienlos 

semiempiricos debido a la falt.a de conocimicnt.os de las rut.as 

biosint.~t.icas da la mayoría de los mct.abolit.os. as! como .de 

los mecanismos de regulación en est.as rut.as en los cul t.1 vos 

4<i. uu.i.o-, a.:iipect.os que algunas veces difieren e.Je los que? :¡e 

llevan~ cabo en las: plant.as ln.,uUJ~ con difcren~es grados de 

diferenciación. 
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3.3.t. llANIPULACION DEL MEDIO DE CULTIVO 

L~ manipulación de los compue:;t.os · del mcdi o de cul Li vo 

supone que bajo det.orminadas concent.racione:; las células son 

desreprlmidas o desinhibidas ravoreciemdo con ost.o la 

expresión t.ot.aJ. d" la via y por lo t.ant.o la sint.e:ds del 

.. t.abolit.o, l..a. formulación del ""'dio afoct.a no ~olo la 

il'liciación del cult.ivo :.ino también la. velocidad de 

erecimJ..ent.o. la for111&ci6n de biomasa y la ~int.esls del 

producto, de t.al f"orma que se t.iene que considerar que los 

-t.abolit.os secundarios son product.os. que pueden o no est.ar 

asociados •l crccimient.o, en t.al caso quo las condiciones que 

favorecen el crecinüent.o no necesariamente aumentan la 

s1nt.esis de ast.os compucst.o~ CFowlcr, 1!384: Ycoman, 1086), 

El efecto de los componentes del medio que· má.s han 3ldo 

estudiados son: 

3. 3.1. l • REGULADORES DEL CRECIMIENTO. 

Est.os son 1 os coJ!llPuest.os que presC!nt.an los o:fect.os 1116.s 

not.orioz t.anlo en el crecimiento celular como en la 

producción de -t.abo11t.os secundarlos. En general, el 

1ncre~t.o en los nivel95 de a.uXin~:¡ Ccomo el .leido 

2,,-diclorofenoxiacét.ico) est.i•ula la desdiferenciación d• 

las e6lula.s y consecuent.e .. nt.e disminuye ol nivel do los 

•t.abolit.os secundarios; sin emb~rgo. est.o no siempre se 

pres•nt.a, t.al 9S el caso de la producc16n de L-Dc>pa por 

............... ~. de Ubiquinona 10 por K~Uar..z. Wa.cuA y do 

diosgenina. por ~U"l.44. ~ CMi.:aa.wa. 108'!3;, Ikeda y 

col .• 1076), 

Se ha encont.rado por ot.ro lado que la elinlinación de los 

r•gulador•s de erec1tnient.o ha incre...,nt.ado el mct.abolismo 
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seeundario, lo cual se observó en células inmovilizadas: do 

tf~ ,,.,,_,,,,.,.,,., donde la producción de CAPS :>e elevó al 

doble, pero i;;;e perdió la viabilidad dur~nlc lo::; :aubculL.•·,,.u~ 

posteriores (Lindscy y Yeoma.n, 198!5; Morri~. 198e). 

3. 3.1. z. FUENTE DE CJJUIONO, 

Entre los raclores nulricionales, los carbohidratos 

l1enen espec;:ial signiCicancia lanlo en la s1nlesis de 

consliluyenles celulares como en la producción de me~abolitos 

socundar-ios CMisawa, 1986; Fowler, 1984; St.a.f':f"ord y col .• 

1980). 

La :ruenle de carbono ús usada es la :sacarosa, sin 

embargo. tam.bién se han probado la glucosa, la galact.osa. la 

lactosa. la maltosa. l• truetosa y el sorbllol. entre otros; 

obteni•ndoso los mejoros result.a.dos para ~Q.(t.OU;u.m., lant.o an 

crecirnient.o colDO en producción do capsaicino1des, con la 

glucosa, la sacarosa y la truct.osa. Se h.a observado que ol 

aumento en los ni vele= de saca.rosa 11'8',jora la b1os1nlcs1:; y 

acumulación del product.o, mientras que la glucosa no la 

atec:t.a e incluso algunas veces la inhibe Cl"owler 1982, 1983; 

Hant.ell y Slllit.h, 1983; Collin. 1987). 

En genet"'al, concentraciones baja$ de los -..cronut.rienies 

C09D fósforo y n1tr6geno generan un incremento en la s1nt•s1s 

ci. -1.abolit.os secund~ios acO"'J>&!!ado de una disllinución on 

la velocidad de crecillient.o CF"o,;,l•r, 1984). 

ICnobloch y 8er11n CU»O, 1Q81 y 1Q83) t.rabaJando con 

~ _......,. y .K~ ...,_ lllO$l.raron que baJos 

n1-l- de tostat.os en el aoedio de "inducciOn" provocaron ol 

32 



incremenlo en la producción de melabolilos secundarios,· 

aumenlando suslancialmen~e las concenlraciones de lriplamina, 

alcaloides indólicos, nicolina y f'en'olcs. Por su parle, 

Ma.nlel 1 y Slni lh e 1983) han sugor ido que el of'eclo de 1 os 

bajos nivoles de f'osf'alos sobre la biosinlesis de eslos 

produclos puedo rosullar del agolam!cnt..o de la.s pozas 

inlernas do acumulación de f'osf'alos, lo que genera la 

desreprcsión de las cnzima.s dei melabol!smo secunda.rio. A su 

vez cslos mismos aulores observaron que el f'osf'alo regula la 

aclividad do la enzima. f'enilalaninamonioliasa, ya que 

conf'orme se increznenló la concenlra.ción de f'osf'alo inicial, 

la aclividad de esla enzima disminuyó, 

En cuan lo al ni t..rógeno, se han usado f'ucnt..es lant..o 

inorg~nicas CNilralos y Amonio) como org~nica.s (aminoácidos): 

y se ha obsarvado que bajas concenlracionas de ni lr6geno 

limilan el crecimienlo celular y disparan las rulas 

melabólicas secundarias CMizukami y col. , 1977); según 

Hahlbrock y col. C1974) eslo se debe a que el nilrógeno, 

especialmenle el ni lralo, regula la act.i vi dad de enzimas 

imporlanles del 

renilamonioliasa. 

melabolismo secundario, 

3.3.a. ADICION DE PRECURSORES. 

lal como la 

La adición al medio de cullivo de precursores apropiados 

o compueslos rolacionados eslimula la capacidad de 

producción de melabolilos secundarios, sin embargo hay que 

lomar en cuonla que el uso de eslos compueslos es diCicil, ya 

que para su adición se lienen que considerar varios facloras, 

enlrc los que dcslacan el eslado Cisiológico, la presencia y 

aclividad del complojo enzim.á.lico .qua dispara la rula 

biosinl6lica a parlir de ese precursor, ademá.s de que 6sle no 
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sea degradado una vez que ha sido adicionado, ele. Aunque es 

cier~o que muchos amino~cidos son precursores de vario~ 

melabolllos, han ~urgido dudas en el senlido de que si lodos 

ellos son incorporados dentro de la via metabólica en 

cuesliOn. adamás de que se ha observado que algunos en 

delerm.inadas concenlraciones puO'den resullar lOx.icos para los 

cultivos CMisawa, 1~). 

3. 3. 3. llANIPULACION DE LAS CONDICIONES AMBIENTALES. 

La raa.ni pul aci On de las con.di ci ones del cul li vo con ol 

~ln de incramenlar la producción se ha realizado en ~actores 

como la luz, la temperatura, el pH y la aereaciOn. Aunque se 

ha observado que estos parAmelros tienen influencia directa 

sobre la biosinlesis de melabolilos sacundarios, no so ha 

llegado a eslablecor en lodos ios ca.::.;os da que manera so 

e~eclúa esle ef eclo. 

3. 3. 4. INDUCCIOH DE MUTANTES. 

En biolecnologia, la inducción de mulanles en 

m.icrorganismos es ampliamente utilizada para inducir la 

producción de di~erenles compuestos; sin embargo en células 

vegelales es mucho mi.s di~1cil obtener estas mutantes, lo 

cual es debido a la complejidad genética de los eucarionles, 

a que las rulas metabólicas son má.s largas, ~ la prescnci~ de 

un mayor nó:mero de enzimas y complejos enzimáticos y a la 

~alla de conocimientos sobre l.as vias biosinlélicas de la 

mayor i a de los mclabol i los secundarios, asi como de sus 

mecanismc:is de regulación CMisawa. 1985 ) . A pesar de este 

problema se han realizado varios esludios que hacen uso de 

esla eslralcgia. Por ejemplo. Berlin (1981) obluvo lineas 
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celulares re::i::::;t.ent.es a p-fluorofenil.:i.lanina eri .. f't..:.<rt::.a,.n..a. 

Wa..cu.m. que pre::::;eñt.aron allo!i niveles ;:ic feriole::::>. Por et.ro 

lado. Dou::i t.rat.6 ctiolulas de '!:a.J,haA..:uU.li:u.~ 'U'~eu.o con rayo:; Y. y 

obt.uvo una linea c~lular con una producci6n del 2~" de 

serpcnt.ir1a. 

3.3.5. INMOVILIZACION CELULAR. 

Una gran cant.idad de est.udios sugieren que el 

met.abolismo de las células veget.ales ~e present.a s6lo si 

ést.as son cult.ivadas bajo condiciones fisicas y quimicas muy 

semejant.es a la~ que t.iene dent.ro de la plant.a. Est.o se puede 

lograr mediant.e la t.écnica de células inmo'lllizadaz, donde 

las velocidades de crecimient.o ::;en lent.as y :;e t.ienc la 

posibilidad de obt.erier células diferenciadas o parcialmcnt.c 

diferenciada::::;, fact.orcs 

met.abolit.o~ secundarios 

Y.eoman, 1983). 

clave en la producclén de 

Y.eoman y col .• 1082: Lind~ey y 

3.3.6. SELECCION DE LINEAS CELULARES. 

La producci6n de met.abolit.os secundarios mediant.e el 

Cul t.i ·10 de Células Veget.alcs en suspcnsi6n es mucho rn!:ls 

·1ent.ajosa que el aislarnient.o con'lencional de t.ales product.o:; 

a p.irt.ir de plant.as derivadas de cult.ivos in. ui.l.JtJ";. sin 

embargo, s6lo si el product.o considerado pued~ :::;~r producido 

en cant.idades apreciables Ces decir mayorez que :;u producci6n 

convencicnal), est.ables y a un ~recio igual o aun menor a su 

co::::>t.o por mét.odo:::; t.radicionales, se pcdr!l. habl.ir del 

desarrollo indust.rial del :::oist.cma CDeus y Zcnk, 1Q82). 

En la act.ualidad se ha incrcmcnt.ado el uso del Cult.ivo 

de Cé-lula~ Veget.alc.:~ con el prop6sit.c de seleccionar en clloz 
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lineas celulares con una c.ílract.cri:::.tica en p.l.rt.icul::.r, lo 

cual se debe a que eslos ~islcma:.. prcsenl.l.n mayorc-:3. vc:mtaj.l.S. 

quo la. selección a part.ir de planta~ Ú\. uw~. cr1trc lil.t:. que 

destacan: a) L.os ciclo:;. de crecimiento en los cultivo::: i<l. 

vllA<t son más cort..os que lo~ de la~ pl-1.nt.;i.s Ui. CJWu. b) 8.íljo 

condicione:i: U\. uÜ/t..:r se tiene un cent.rol má:; precie.o del 

sist.ema y por lo t.anto cst.as :;en mA:: homogcnc~:;.. c) L.o:: 

cul t.i vo~ i..n.. uU/14 preseont.an res.puestas má.~ rfJ.pidas: a pequeflo:: 

cambios C'tl la compo::ici6n dc-1 medio o en las condiciones 

nut.ricionalcs, d) la manipulación ln. uUw es mtis fficil y 

pcrmile t.anlo est.udios bá.sicos como de ingenicria geon~tica, e) 

los cultivos in. v~ requieren de menos espacio y ::;e pueden 

mant.ener por larQos periodos de tiempo bajo condiciones 

adecuadas de presarvaci6n, f) se pueden llevar a cabo 

rnht.odos de selección y mejoramiento en un menor t.iampo que en 

cultivos in vWo-, y g) las condicione-::; in. u~ permit.cn 

hacer uso del fenómeno de Variación Som.'.lclonal como fuent.c de 

variabilidad genética CRhodes y col .• 1087), 

Considerando que dc~t.ro d~ una gran poPlaci6n celul-1.r ~~ 

encuent.ran cél ul~::; que esencialmente pr educen el 

met.abolit.o corno resullól.do de mutaciones o cambio::: 

epigeonético:::: Clos cuales serti.n .ílnali:;:ado:; en el inci:;o 

:3'.3.6. 4.), es posiPlc "lue c-:stas pucd.;;.n :;;.cr idcnt.ificada~, 

aisladas y cul t.i vadas , generando con ello cultivoz: 

productores CYcoman, 1".J06). De est..a manera, la Y-plicaci6n 

indu~trial del cult.ivo de célula~ vegetales ~e ve favorecid~ 

por el uso de lineas celulares altamont.e productoras> las 

cual~s son obtenidas explotando explotando la variabilidad 

genét.ica de la::> células somát.icas a t.ravés da: progr,;imfJ.::;: de 

selección adecuad9s. preferentemente a nivel celular y 

eligiendo a los cult.ivos m.f1s estables CWcr~uhm, 1098), 

Aun cuando se han aisla.do line.::i.:: cclul.'.lrcs o'3.lt..:t.mC?nt.c 
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product..oras: de rnelabolit.os secundarios, que incluyen· 

pigmentos, vil.ami.nas, alcaloides: y cst.eroides, la situación 

sigue present&ndos9 poco s&lisfact.oria,.lo cual se debe a que 

aun f:stas prosent.an variabilidad genética que redunda lanto 

en su morCologia como en su productividad; esta variabilidad, 

conocida como Variación Somaclonal, se 9cner~ por las 

condiciones úi. uUw, donde los t.iempos de duplicación y el 

nOinero de duplicaciones resultan af~ctados. 

3.3.e.1. ICETODOS DE SELECCJ:ON DE CELULAS PRODUCTORAS DE 
ICETABOU:TOS SECUNDJJUOS, 

L.a selocción se puede definir como un~ forma or9anizada 

de olegir en este caso un org~nismo, ba~ándose en una o varias 

c~ract.erislicas deseables. Exist..~n un gran nómero de mét..odos 

de selección, los cuales d"ponden lanlo del product.o de 

int.er6s como da las caract..erist.icas fisiológica~, anatómicas, 

gen6t.1cas y bioquinúcas de las células vegeta.le~. 

Para que un programa de selección en cult.ivos Ut. vitti4 

pueda ser llev~do a cabo eCicient..emente debe de cumplir con 

algunas condiciones t.alcs corno las que se"alan Ta.bala y col., 

C1 970) y. Col li n C 1987) : 

i) La variabilidad en la población celular original debe 

ser lo suCicient..ement..o alt..a como para ofrecer una amplia gama 

de material a seleccionar, 

ii) Cebe ser posible obt..cner cálul~~ aisladas con buenas 

respuest.as a los mét..odos de plaqueo celular, 

iii) Se deba disponer de métodos de selección 

sensitivos, r&pidos, baratos y capa.ces de analizar un gran 

número de muestras an poco tiempo, y 

1 v) Se debe tornar en cuent.a lodo el c-onoci nli.ent..o 

disponible sobre la vi& biosinlf:lica del compuest.o deseado. 
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Dentro de las caracteristicas que dificultan los métodos 

de selc:cción en los cultivos celulares d~ las plantas 

superiores, Wersuhm C1Q98) sef'fala las sigu.i.ent..es: a.) Las 

suspensiones celulares contienen en su mayoría agregados de 

hasta varios cientos de células; b) Corno ya se dijo 

anteriormente, las células vegetales se caract.erizan por su 

inestabilidad genética bajo condiciones U\. v""-!; e) Algunos 

cult.ivos no presentan las carac~eristicas esperadas, sin 

embargo pueden exhibir otras o desarrollar algunas nueva~. lo 

qua indica que bajo condiciones Lo. u¿¿,,,,. la. información 

genótica no presenta una expresión normal; d) Las eCicicnci~ 

de plaqueo Crelación porcentual del número de cd!:lulas en 

crecimiento que se obtienen a part.ir del n(Jmero total de 

células plaqucadas) son muy reducidas, Ja que se ha observado 

quCJ existen varios factoras, mostrados en la Ta.bia VI, que 

impiden la división celular en c6lulas aisladas y bajo 

condiciones U\. vUJur; e) Los procesos de selección nat.ural 

pueden llegar a disminuir o eliminar el número de 

caracterist.icas seleccionadas art.iCicialmente. 

Aun cuando los t•rminos variantes y mutant.es se usan 

indist.intamente, es necesar-io especificar que una linea 

celular variante es aquella que difiero de la población 

normal en algt:ln rasgo observable- fenotipicament.e, debido a 

cambios genéticos o epigenót.icos no comprobados: mientras que 

el término mutante denot.a una linea donde la variación ha sido 

detect.ada a 

meiót.i e amente. 

nivel del gen y ést.a. es t.ran:ami ti da 

Las lineas celulares var.iantes en general han ~ido 

agrupadas en cuatro categorias, .:sn base a las cuales se han 

genera.do los diferentas métodos de selección: Categoria. 1) 

Lineas con alguna ventaja selectiva sobre las cólulas tipo 

silvestre bajo ciertas condiciones, por ejemplo lineas 
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r-es1.~\.en\.es 

visualmcnt..e dist.inguibles de las 

,. •• p .... ,..., ... e~ - ................. ... 
c~lulas silvcst..res 

genera.lment..o por pro.::oent..ar un compuost:o colorido; Cat.ogoria 

3) U.neas con alguna desvent..aja select..iva con respact..o a las 

células silvost..res bajo ci~rt.as condiciones, por ejemplo 

lineas sensit..ivas a la \.emperat..ura; Cat..egoria 4) Lineas 

dist..inguibles de las c~lulas silvest..res; s6lo median\.c 

an•lisis quimico, como es el caso do la mayoria de las lineas 

product..oras de rneot..aboli~os secundarios CYeoman, 1986). 

Para la Ca~egoria n~mero los proc~imient..os de 

selección se basan en la resis~encia de algunas de las 

c•lulas del ~o~al de la población a crecor bajo condiciones 

de crccimien~o inhi bi t..or io, para lo cual se usan 

principalmen~e amino~cidos an~logos. En est..e ca.so se ~ieneon 

por ejemplo lineas celulares produc~ora.s do fenoles de 

.K~ "4Aa.l:U.11L que fu.eren seleccionadas por su rasist.encia 

a la p-fluorofonilalanina an~logo de la fcnilalanina y 

precursor do la via de es~os compuest.os CPalmcr y Widholm, 

197'el; Quesnol y Ellis, 1987), asimismo Ra.nch y cols. (1983) 

obt..uvieron set..ent..a y nueva 11noas de ~ ~ 

produc~oras de ~rip~ofano y ssleccionadas por su resis~encia 

a crecer en presencia de e-rne~ilt..rip~ofano. 

En cuan~o al grupo n~mero 2, en donde la selección es en 

base a compues~os coloridos, el procedimien~o general 

consis~o en iden~ificar visu.almen~e las células produc~oras, 

removerlas e iniciar los cul~ivos a par~ir de ellas. Usando 

es~e ~~odo se han logrado es~ablecer lineas celulares de 

.Da.ucu.o .oa.vta. produc~oras de B-carot..onos, asimismo se cuent..a 

con lineas produc~oras de an\.ocianinas en Zea. 

fltQ.{ll..7fU1ft.fl,.U.~ ~Lo, cn~re o~ras CWidholm, 1080). 

""11/0 y 

Cuando se in~en~an ob~encr lineas que prescnt..an alguna 

desvent..aja selec~iva respect..o a la célula silvcst..rc, c~so de 
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la Caleogoria 3, se hace uso de aQenles selectivos conlrarios 

qua ~lan sólo a las células en división. Dcnlro de los 

agcnlcs cont..ra::oclcct..ivos más conocidos s.e encucnt..ra ci 

e-bromodeoxiuridina CBudR:>. el cual al ser an.llogo de la 

limidina es incorporado en lugar de ésla denlro de la 

molécula de DNA de las células en divi:;ión, lo que las mala 

esponli.neamenle o cuando son expue:¡la.s a la 
1
luz. quedando 

sólo aquellas insensibles a esle c~mpueslo. 

En cuanlo a la selección de lineas productoras 

de melabolilos secundarios CCalegoria Jlúmoro 4.), lo-s cualos 

en su mayoria son no coloridos. se requiere de mélodos 

analilicos sensitivos y cspeciCicos al producto qu~ se desea; 

lo cual implica llevar a cabo anAlisis individuales en cada 

clon que permilan delectar cuanlilalivamenlo la. producción 

del compuesto. 

O:!- esla manera, en la elección del mélodo de salccción ~e 

debe delerm1nar denlro de cual cale9ori.a se encuenlra el 

compueslo para asi diserlar el procedimienlo cxpcrimcnlal, 

adel1\4s de que lambi6n es nec:esar i o c:onsi dcr ar las 

caraclorislicas biológicas de la planla. 

En el caso de la CaleQoria 4. se liencn los mólodos 

de selección primaria y los de selección secundaria, los 

primeros pcrmilen el analisis sem!cuanlilat..ivo de un gran 

nórnoro de muestras para delerminar cual de ellas prcsenla la 

mayor producción; ix>r su parle, con la selección socundaria, 

lolalmenle cuanlilaliva, se conCirma cual de las 

mueslras presenla la caracler1slic:a deseada. 

Denlro de los mélodos de s~lecci6n primaria má.s simples 

utilizados para la oblención de lineas celulares allamenle 

product.oras de malabolilos secundarios se llene el llamado 

"squash celular"• el cu&l permile una eslima.ción 

cua.lilaliva de la cantidad de product.o en un Qran número de 
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muosLras en poco Liompo. EsLe méLodo, ~sLablecido por O;ino y· 

col. en 1078 para .KLGatl.4.n.4 taAacwn., consisLe en cxt.raer el 

meLaboliLo de las c6iuias medianLe J:a pre::ión de Lcjido 

calloso sobre papel filLro, el cual posLeriormenLe es rociado 

con un agonLe espocifico para deLecLar ei meLabolito en 

esLudio, Lal C!'S el caso del reactivo do Drangendorff 

especifico para alcaloides; aunquo este m6Lodo Liene ya una 

amplia aplicación, presenLa la desvenLaja de requerir el uso 

de grandes canLidades de Lejido y de ser ~ólo una c~timación 

cualiLaLiva; sin embargo. a Lravés de ~u aplicación, Ogino 

logró obLener una linea celular de Labaco con una producción 

de nicoLina del 3.4.,,. peso seco, Un mó-Lodo alLernaLivo y mucho 

mAs sensiLivo, capaz de deL~cLar picogramos de un moLaboliLo, 

es el radioinmunoensayo CRIA:>, primeramenLc de~a.rrollado por 

Zenk y col. (1977) para seleccionar lineas ·celulares de 

'e~u.::i "40eu.ó producLoras de ajmalicina y serpenLina. 

Ot..ro móLodo de selección aun mAs rApido que el RIA es el uso 

de las caracLerisLicas !'luorescenLes del compuesLo de 

inLer6s; esLe l!H!ILodo !'ue diseftado por Oeus y Zenk en 1992, 

quienes aprovechando la fluorescencia de la serpenLina. 

producida por c6lulas de 'e. l\40et.t.O logr~ron c:sL~blecer lineas 

celulares alLamanLe producLoras. AcLualmenLc esla lécnica e~ 

ideal como selección primar!~ o cualitaliv~ por ser r~pida y 

muy sensi Li va, aunquo debe ser 1 uego validada por un méLodo 

cuanLi LaLi vo. 

Los mé-Lodos microcspecLro!'oLométricos Lambi6n han sido 

usados para analizar y seleccionar lineas celulares 

pr oducLor as, Lal es el caso de Ao.di.Uóa. 6f.l.,ú:..ln,a,l y 'e6lct..t.o 

~l~ producLora.s de .icido rosmarinico CMisawa, 1999). 

Por oLro lado, el uso de méLodos cromalogr~ficos para la 

selocción de lineas allamenLe producloras resullan muy 

adecuados por ser LoLalmenle cuanLiLalivos; sin embargo, 
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present.an la desvent.aja de requerir t.ambión de ext.ract.os 

puros por lo que se deben est.ablecer met.odologia~ provias de 

ext.racci.6n y purificación del met.abolit.o. Ent.re los mót.odos 

cromat.ogr~ficos mA.s usados se encuent.ran la cromat.~raria de 

capa f"ina. la croma.t.ograf"ia de oases y la cromat.ograria 

liquida de a.lt.a eficiencia, principalment.e. 

3.3.6.2. OBTENCION DE LINEAS CELULARES 

CCLOHACION CELULAR). 

Exist.en varias posibil¿dadas dB generar lineas celulares 

con alt.as producciones de met.abolit.os secundarios, 

especial ment.e son adecuadas las que envuelven el uso ya sea 

de cult.ivos haploidos, de prot.oplast.os o con el uso de agent.os 

mut.agónicos: sin embargo z.enk y col. C1977) logr~ron 

desarrollar un procedim.ient.o para obt.ener lineas celulares 

alt.ament.e product.oras de 

únicament.o el pot.encial 

diploidc. E~~e ~~odo 

met.abolit.os secundarios cxplot.ando 

gcnét.ico nat.ural de la cólula 

rundament.a 

conocimient.o de que células derivadas de 

primero en el 

pl ant.as de al t.a 

producción pueden producir callos con una mayor producción. y 

segundo, en que es posible seleccionar de est.os cul t.i vos 

lineas celulares est.ables y muy product.ivas. En la F'ioura 3 

se present.a el esquema general para la obt.cnción de lineas 

product.oras de met.abolit.~ secundarios propuest.o por Zenk··Y 

col. en 1977. • el cual se puede resumir de la sigui ent.e 

manera: 1) Selección de plant.as alt.ament.e product.oras. 2) 

Est.ablecim.ient.o de cult.ivos cel~lares a part.ir de las plant.as 

seleccionadas. 3) Obt.enci ón de lineas celular es medi ant.c la 

t.~cnica de clonación celular, 4) Selección de la::; lineas 

celulares variant.es usando procedimient.os analit.icos 

sensit.1vos, 5) Est.ablecim.ient.o de una linea celular est.able 
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FIGURA 3. PROCEDIMIENTO GENERAL PARA LA OBTENCION DE 
LINEAS CELULARES ALTAMENTE PRODUCTORAS OE 
METABOLITOS SECUNDARIOS (ZENK y col.,1977). 
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con al ta capacidad de produción, y 6) Optimización del medio· 

de producción para esa lin~a celular. 

Aun cuando la validez de este proccdi mi. ento ha s.i do 

&rnpliament~ ostablecid&, actualmante existen dudas acarea de 

la necesidad de partir de plantas altamente product.oras, lo 

cual se debe a que se tienen algunos trabajos recientes 

donde el Cactor de corr~spondencia de producción (..n. ~w~ e U\. 

u~ no se cumplió, tal como sucodi6 al obtener dos lineas 

celulares do ~. productora~ de tript.of"ano y 

resistontes al 5-met.iltriptofano a part..ir de una planta de 

ba.Ja producción CCrcsswcll. 1906). 

La técnica que gctneralmcntc se usa para obtener linaas 

celulares mediante clonación, os la de plaqueo celular, la 

cual consiste csenci al mente en dispersar una .:;;uspcn::;i 6n de 

cf!lulAS aisladas o de poqueNos agregado~ en un medio 

semis6lido o en alQún et.ro ~oporte que permita ~u de~arrollo, 

para lo cual las suspensiones son primeramente llevada:; a 

Cra.ccionamiont.o Cisico, ya sea por tamt.z ... do b.'.l.:>ado en las: 

diCerencia~ de tamano de los agregados y las células aislada~ 

o por cent.ritugaclón en gradient.e de densidad discont.inu:a 

debido a las dif'ercncias en gravedad especif"ica de cada uno 

de ellos CBcrgmann, 1977; Weber y Lark, 1979; Fujimura y 

Kom.Qmi ne , 1984) . 

La aplic~ción de este método ha permitido aislar clones 

celularos de un gran nómero de especies vegetales, t~nto para 

Cines de estudios ~sicos, como para generar lineas estable$ 

con alt.~s produccione~ de productos naturales. Con el 

propósito de mantener la estabilidad de una linea e~ 

necesario someterla continuamente a programas de selección y 

mantenerla bajo condiciones óptimas de preservación; de esta 

manera se tienen lineas que se han mantenido estables por 

grandes periodos de tiempo, algunas de las cu~le~ son 
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moslradas en la Tabla V. 

El propósilo principal del plaquco cedular es oblencr 

ail;a.~ e!'iciencia~ d<t plaqueo Crelación porcenlual dei n1:.unctro 

de lineas celulares oblenidas por n(Jmero do células 

pl aqueadas) usando bajas den si da des c19l ul ar es con el f' in de 

asegurar que la linea proviene de una sola célula. Sin 

embargo. se presenl.a.n serios problemas par~ inducir la 

división y la f'ormación da agregados a parlir de c6lulas 

ai :sl ada~. debido a que muchas veces es las células requieren 

mejores condiciones nulricionales, de regul;i.dore~ de 

crC!Cimicnlo y ambicnlales- para eslimular su crecimienlo 

CThomas y Davey, 1975). 

En base a los esludios realizados por Muir en 1963 se ha 

eslablccido que los cullivos en suspensión o de callos que se 

encuenlran en la !'ase exponencial de crecimiento, son c;i.paces 

de promover la di visión de c~l ul as aisladas medi anle un 

!'enómeno conocido como "efeclo nodriza", lo cual indica la 

exi slenci a de suslancias promoloras del crecimienlo. 

sinlelizadas por cullivos ya eslablecidos. 

Aclualmente. eslc efB"Cto se aplica usando dos grandes 

alternativas, una de las cuales consiste en plaquear células 

aisladas an alg~n soporte Cpapel riltro. papel celof'an, 

espuma de poliuretano. ele.), que de~cansa en lcjido calloso 

o en suspcnsionos celulares en crecimiento activo Cllamadas 

células alimenl.ndoras). La otra alternaliva ~e basa en el ~o 

de medio condicionado, es decir medio do cullivo donde ya han 

crecido células y por lo tanto presenta sustancias promotoras 

del crecimiento CThornas y Oavey •. 1975). 

Como se observa en la Tabla VI, existen olros !'aclares 

que incromentan la ef'iciencia de plaqueo, los cuales son 

determinados por las 

por las condiciones 

caracteristicas propias de la cólula, 

ambiental es del cul t..i vo, por 1 os 
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TABLA V. EJEMPLOS llE LINEAS CELULARES ALTAMENTE 

PROOUCTORAS QUE SE HAN MANTENIDO ESTABLES 

A TRAVES DEL TIEMPO CAdaptado de Constabel 

y col., 1982¡ Dougall, 1985). 

ESPECIE PRODUCTO ESTABILIDAD REFEREtlCIA 

.11,,,,..,¿ <Ji.<>""41"- VISNAGINA KAUL Y COL,1967 

:tll4oe<tuo. <UU..úúa. DIOSGENINA + KAUL Y COL,1008 

:Pa.n.ax ~- GI NSENGOSI DOS FURUY A Y COL, 

1972 • 

..ll<t'Útlda. ~l<A. ANTROQUI NONAS 7 AFIOS ZENK y COI..., 1079 

-e .. lc\W aewrW. AC.ROSMARINICO 8 AFIOS ZENK y COI..., 1977 

ZUM<>(WlllT>.um. 

.,.)ltlvi#""'-71>"' SJ!IKONINA 10 AFIOS TABATA Y COL, 

1978. 

,fl4ITW!IJ, aa.t<t.ta.<> ANTOCIANINAS AFIO NOZUE Y COL. 

1987. 

.K~ ""'""""" NICOTINA 1 AFIO OGINO Y COL. 

1978. 

+ ESTABLES POR MAS DE UN ARO. 
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TABLA VI. FACTORES QUE INCREMENTAN LA EFICIENCIA 

DE PLAQUEO*. 

a. CAaACTERUITICAS ••OPIAS DJC LAS CICLULA::il' VECKTALl:S' 

t • .t NIECESllDAD DE A.Oal:OACION 

t. a Ml:TA•OLISWO CELULAR 

1. !J aCSJS'Tl:NCIA ... LA Pal:SJ.ON DI: SELECCJ.ON 

t.• DENSIDAD Cl:LULAa 

1. ~ ORADO Dlt' DIFl:alCNCIACION 

Z. CONDICIONES DE CUL TJ.VO 

z. 1 INTENSIDAD LUMJ.NOSA 

Z. 2 T&:MPICRATURA 

z. 3 HUMEDAD aELATIVA 

S. COWl"ONl:NTES DEL MEDIO DI: CULTIVO 

S. 1 CONCl:NTaACJON DE RJEOULADDRl:S DIC calECUIIJENTO 

!l. 2 CONCl:NTaACION DI: SALIC.:51 WINl:aALl:ls: 

3. 3 USO DE COMPLEMENTOS OROANICOS 

... CONDICIONES: QUI: ESTIMULAN EL ca&clWIENTO CEJ..ULAa 

4, 1 USO DE MEDIO CONDICIONADO 

4, Z USO DE CELULAS ALUIENTADOaAS 

Cl"ICll:NCIA DI: PLAQUIEO: al:LACION •oacl:NTUAL DEL NUWl:llO DE 

Cl:LULAS EN caECJUIENTO POR NUWE.a9 DE Cl:LULAS rLAQUEADAS, 
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component.es del medio d~ cult.ivo y por condiciones especiales' 

que promueven el croc:imiento celular. 

Ba~ándose on el principio de las chlulas ;i.limcntadoras, 

Saú th y col. en 1984. lograron aumentar las et i ciencias da 

plaqueo hasta un 50% en dos semanas usando suspensiones; de 

Zca. nwi..,.o con una densidad celular de 40 células por 

mililit.ro, por otro lado encontraron que tant.o la den:¡;idad 

celular en la capa alimontadora como el origen de las cólulas 

que la const.i t.uyen juegan un papel dec::i si vo en las 

eficiencias de plaqueo. 

A su vez. Raveh y col. C19'73J encontraron que el uso de 

ct61ulas a.liment.adoras permitió aument;i.r la..s eficiencias de 

plaqueo y disminuir la densidad celular do 1 x 105 células 

por mililitro a 1 x 10
2 

célula.s por mililit.ro, evitando con 

est.o la coalición d~ las cólulas en división y crecimiento de 

.Kl..G6ti.a.n.a. Wa,.cum.. Asimismo. Brinberg y col. C1989), usando 

medio condicionado incroment..aron die2 veces la Crecuencia de 

formación de agregados a partir de prot.oplastos de ~ nta.Jló, 

logrando adel'ILis caracterizar parcialment.a como un 

oli~osacArido, el Cact.or promotor de su crecimient.o, sin 

det.erm.inar su estructura. especiCica. 

AdemAs de los m6todos que hacen uso d~l efect.o nodriza, 

s• han ideado et.ros cuyo propósi t..o ha sido también aurnent.ar 

las ef"iciencias do plaqueo con bajas densidades celulares; 

t.al es el caso de los trabajos realizadoS> por Conner y 

Heredit.h C1G84) quienes probando diferent.cs soport.cs 

con.el uycron que 1 a espuma de poli uret.ano i nm.crsa en medio 

liquido permi~ió veloc:idadez de crecimicn~o m;iyores que en el 

agar, además de que permit.e el uso de células alimcnt.adoras o 

de medio condicionado. 

Una de las innovaciones JN\s proma~edoras de est.e mét.odo 

como herramient.a para l;i. selección de lineas product.oras de 
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melabolilos secundarios, es el uso de adscrbenlcs que impiden 

la inhibición o la represión por aulorrcgulc.ci6n, ya quc­

adsorben lo~ mclabolitos que han sido liberados por la 

c•lula al medio de cullivo: una vez que eslo3 compueslos han 

sido adsorbidos pueden ser ext.raidos da esle adsorb~nte sin 

daftar el lejido vegetal. El principio ganeral de esla l~nica 

se basa en la acumulación de esla.s sustancias en la capa 

ads.orbenle. su posterior elución y detección medianle 

dil:eren\.es rné\.odos CICnoop y Beiderbecl::, 1985). 

Enlre los adsorbenles más usados se encuentran el carbón 

aclivado sobre papel fillr9 y la.s resinas poliméricas con 

caracteristicas lipotilicas CKnoop y Beiderbeck, 1999~ N.isch 

y col., 1996; Thumann y col., 1987; Payne y col .• 1988), 

También Se ha demostrado que las condiciones 

ambienlales, principalmenle la luz y la temperatura, juegan 

un papel muy imporlante en el incremenlo en la eficiencia de 

plaqueo CNagata y Takebe. 1071; Bargmann, 1977). 

Como se observa en la Tabla VI, aunado a los fac:lorcs 

anteriores existen olros más que pueden i ncremenlar 

marcadamente la eficiencia de plaquco bajo determinadas 

condiciones. 

Cabe mencionar que la.mbión se ha planleado la obtención 

de lineas parlicndo no de células aisladas sino de pequert'os 

agr&Qados, lo cual evitarla lodos los problemas concernienlos 

a la eficiencia de plaqueo, pero provocarla mayor 

variabilidad en la. producción debido a que se induce el 

desarrollo y crecimienlo a partir de un gr.an nOrnero de 

células con diferenle informaci?n genética# La. selección de 

l1neas a partir de pequenos agregados se realiza 

principalmenle donde se pueda llevar a cabo una selección 

visual. lal como sucede con los c:ompueslo!: coloridos. Come 

regla general se asegura que entre menor sea. el tamano del 
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agregado del cual :se pArt.e para la obtención de una linea.· 

menor sorA la probabilidad de que en ella so presente ol 

problem;i. de variabilidad. 

En el trabajo realizado por Wat.ts y col. Ccit.ado en 

Misawa 1Q85) se estableció que la selección de 11n~as de Apio 

& partir do agregados do O.S c~nt1melros de di~metro 

permitió la produc:ci6n de los aceite:;, c~encialcs de esta 

especie. mientras que ningún producto rue detectado cuando la 

selecc:i6n se realizó a partir de pcquc~os agregados C0.2-0.3 

centimetros de diArnetro). Por su parte. Kinncrslay y Dougall 

C1980), con este mismo procedimiento encontraron una 

respuesta tot.almant.e cont.raria en cultivos de Da:u..c..u.o C4-'1.0'ta. 

productores de antocianinas. A partir de la inCormación 

anterior se pueda concluir que es necesario conocer los 

mecanismos genéticos, bioquimicos. risiol6gico~ y 

regulat.or1os a t..ravés de los cuales la productividad se ve 

afGclada CDougall, 1985). 

3. 3.6, 3 LINEAS ALTAMElfTE PRODUCTORAS. 

En los alt..imos a~os se han obt..~nido grande!:A progrc~os en 

el mejoramiont..o de la producc16n de met.abolit..os secundarios. 

mediante repelida selecci6n clona! en cultivos lo. "'~· A 

través de este procedimiento se ha elevado la producción de 

ubiquinona 10, de 0.03% a corca de 0.2.'-:; peso ::;eco en .K. 

Waaun. CMalsumolo y col., 1981). Similarmenle, Ogino y C1978) 

col.logró mejorar dratnat..icamcnte el conl~nido de nicotina an 

callos de .K. Wa.cum elevando la producción de O. 004~ a 3. 4!,, 

mediante clonación celular. Por et.ro lado se han obtenido 

lineas con altas producciones de shikonina por simple 

selección do agregados de callo muy pigmcnlados, una da eslas 

produjo 1.5 veces mas que el cultivo del cual par~ió 
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CMizukami y col., 1978: Fujila y Hara, 1985). Por su parle, 

Yamamolo y Yamada C1987) lograron oblener lineas de ~UW6t/.La. 

-!1~14 productoras de reserpina con hasla 0.1Y. de 

producción/ peso saco, bas~ndose unicamcnla en diferencias de 

fluorescencia. 

Se han eslablecido además lineas celulares productoras 

de antocianinas en di~erenles especies Ve-Qel~les, para lo 

cual se empleó el mélodo de selec.ción visual seguido de la 

clonación celular CKinnersley y Dougall, 1980); dentro de 

eslas lineas se cuenta con una de 9fl4~ 

rnE:dianle 32 selecciones, ll-egó a prczenlar un incrcmcnlo de 

producción de 40 vaces mas con rcspect.o al callo original 

duranle 39 subcullivos no selectivos CNozue y col., 1987). 

Yamakawa y col. (1983) lograron aislar una linea de 

'Ylti.ó h}.k11l..ú:t, mediante el plaqueo con c~lulas alimcnladoras, 

la que produjo 3.4 X (paso seco) de anlocianinas; a su vez, 

Yamamolo y col. C1982) obtuvieron una linea de 'l~""""­

m.UU con producciones hasla siele veces mayores que el 

cultivo original duranlc 24 selocciones. 

otra de las especies que ha sido sujela a mélodos de 

selección ~ue 't!6~ Ja,(t4n.iGa., cuya imporlancia radica en su 

producción de berberina; esla linea se obluvo a lrav6s de 

repelida clonación celular a parlir de agregados celulares y 

llegó a producir 13'94 de berberina/ paso seco, lo que 

correspondió a 1.2 g/l de medio duranlc 27 :.ubcullivos. Y.a 

que esle compuesto es pot.encialmenle import..anle como 

ant.is6plico, su producción mediante cullivo Ü'L u~ hn sido 

esludiada por muchos i nvesli gadpres, enlre 

los trabajos realizados por Fukui y col. 

Yamada C1984). 

los que de~lacan 

C1982) y Sato y 

La. selección en ~1Wu1d:u.la. VelUl. produc.lor.a de biolina 

mediante el uso del ácido pimelico Cprecursor de esla 
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vit.a.m.ina) COIDCI agent.e t.óxJ.co y por lo t.a.nt.o select.1vo de· 

células con alt.as producciones de est.e compuost.o, generó una 

linea a. part.ir de cult.ivos de t.allo con una producc:i6n 15 

veces mayor quo el cult.ivo dal cual part.ió, lo quo 

correspondió a. 0.9 µg de biot.ina. / g de células peso 

seco. a. su vez, ~t.& Cue 10 veces mayor que la encont.rada on 

cullivos que parlieron de hojA CWAlAnAbe y col., 1992:>. 

En 1983, ZilltQ y col.• report.a.ron l.a. selección de una 

linea productora de piretrin.a.s & part.ir de elL..'l.¡r->a.n.t/i.ln.u.m. 

~ll-um y rec&lc&ron la import.ancia de usar el 

mt:t.odo de selec:ci6n más adecuado, con el tin de evit.ar 

pérdidas de ma.t.arial y t.iempo; de los rcsult.ado~ obt.enidos en 

esle lra.bajo se planleA Ademlls la posibilidad de la 

influencia del cxpl.a.nt.e y del grado de difcronciaci6n del 

cult.ivo sobre la producción de prod.uct.os nat.urales, a t.ravós 

del Cult.ivo de ~lulas Vttgot.ales:. Por su part.o: Cor-mic-r y Do 

(1998), obtuvieron lineas celulares de .Ment/ia 

proc:luct.oras de rnonot.erpenos ayudAnd~e del uso de adsorbcnt.es 

que incrcment.aron la capacidad biosint.ét.ica de cst.as células, 

ya que su aplicAci6n impid16 lA .. cumulaci6n de eslos 

compueslos en el medio nut.rit.ivo acuoso, evit.ando asi que su 

act.ividad t.6x.1ca inhibiera la prolireración celular. 

En cuant.o al género e4f\Olcutn., la obt.cnci6n de lineas 

productoras de capsa..icinoides se ha rea...lizado en varias 

especies y por diCerent.es aut.ores. Ent.re ellos se t.ienen el 

lrabajo realizado por Ailken y Yeoma.n C199fl) en "e. /4~ 

M111, donde observaron que las lineas obt.enidas por el uso d~ 

la raacción ant.igcno-ant.icuerpo ent.re la caps.aicina y la 

albúmina de suero hum.ano prcsent.aban un al t.o grado de 

variabilidad durant.e lo~ sutx:ult.ivos, por lo cual propusieron 

para el Cut.uro el uso de mét.od.os de selección- cont.inua y de 

1l'llé!t.odos de criopreservaci6n para est.os sist.cmas. 
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En un est.udio present.ado por Und~ey y Yeoman en toes, 

para ob~ener y seleccionar lineas celulAres con alt.as 

rendim.icnt.o~ de capsai.cinoides, compru.ebai, que lA producción 

de e:st.os .... t.abolit.os en e. varió 

significativamont.e aun en cult.ivos provenient.~ de un m.i3in.:;) 

ant.ecesor y que no hUbo ninfijlun.a correlación ent.re el indice 

de crecim.ient.o y el cont.enido de clorofila. es~e últ.iao como 

indicador del grado de difercnciaci6n calular, con la 

producción de capsaicinoides: de sus resu.lt.ados dest.aca 

ademAs. que la apariencia de los callos de las lineas fue ~uy 

variable, sin embargo, los *pAlidos, compact.os y friables que 

no present.aron clorofila en general produjeron 

capsaicinoides, mient.ras: que los que present.aron clorofila 

podian o no biosint.etizarlos. 

Holden y col., en 1919f!5:. examina.ron la variabilidad 

int.erclonal y la estabilidad int.raclonal de lineas celularetS 

de tr. f.,tr.tUeoeulQ con respe-=to a varios aspectos de 

crecim.icnt.o, estructura y actividad metabólica, t.al como 

grado de friabilidad, contenido do clorofila, de 

prot.eina,indice de creciai.ent.o, fenole~ solubles y 

capsaicinoides presentes. Sus resul lados IDC:Xit.raror.1 qu:e se 

present.6 variabilidad cm la morfologia y en la capacidad 

biosint.ét.ica, aun entre clones derivados de un alismo cult.ivo 

en suspensión, y quo la inest.abilidad se prcsent.6 en los 

subcult.ivos sucesivos; est.o los llevó a concluir que se 

requiere de mayor invest.igaci6n dirigida a conocer las causas 

de la variabilidad e inestabilidad de las lineAS celUlares. 

Existen aun m.t.s trabajos d~nde se ha aplicado la técnica 

da clonación celular para generar lineas celulares con altas 

producciones de met.a.bolit.os secundarios, las cuales son 

resUDú.das en la. Tabla VII. Est.o resalla, la efectividad deo 

est.e m6todo para incrementar el nivel de producción basándose:;:: 
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9)(.Clusiva. ... nt.e en el pct.enc:ial gen4tt.ico nat.ural de las· 

c6lulas veget.ales. Sin embargo se t.ieno que t.om.a.r en cuent.a 

la variación que sufren est.as células. t.ant.o en su morfclogia 

como en su met.--.bolismo. cuando son mant.enidas por largos 

periodos de t.iempo bajo condicionas 4.n.. vLil'Lb a t.r.&1..v6s de un 

r•gimen de subcult.ivos, y es precisa~nle est.a inest.abilidad. 

ent.re ot.r-os: fact.ores, l.a. que ha impedido en gran part.e. al 

progr-eso en la producción comercial de compuest.os: de int.crés 

indust.rial IDll!Jdiant.e la t.écnica de cult.ivo de c6lulas 

veget.alos, 
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TABLA VII. LINEAS CELULARES ALTAMENTE PRODUCTOR4S 

ESPECIE 

DE ICETABOLIT~ OBTENIDAS POR PRClCESOS 

SELECc:ION EN C\JLTIYOS i1> <.1/M4 CAdaplado 

do Cons~abel y col.,1002: Do~all, 1985). 

PRO!lUCTO PRODUCCIOH 

DEL PRODUCTO"" 

GI NSENGOSI DOS a-7 /O 

AlffROQUINotlAS 18/8 

AC. ROSMARINICO 15.'5 

SHIKONINA 12"'13 

ANTROQUINONAS e/lo 

DIOSGE>IINA 

BI SCOCLAURI NA 2.3"3 

REFERENCIA 

FURUY A Y COL , 

1G7'2. 

ZENK Y COL, 

1975. 

Zl::NK Y COL, 

1977. 

TABATA Y COL, 

TABATA Y COL, 

1975. 

KAUL Y COL, 

1oee. 
/>XASU Y .COL, 

107e. 

a1:srECTO A L.051 CULTIVOS U\. UÚJ6. 

" PESO SS.CO/FAc:TOa DJE, JHcaEWS.NTO &S.PIECTO AL. CULTIVO 
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ESPECIE PRODUCTO PRODUCtION REFERENCIA 

DEL PRODUCTO 

'tit1ll- """"'""" CAF'EINA 1.1!!/l F'RISCHKNECHT 

'i COL,1977. 

'ti~uo AJMALICINA 1/3 ZENK 'i COL, 

voeu<> 1977. 

Andtr4~ PANICULINA B 0.9 Blll'CHER 'i COL, 

~ 1971. 

'ti. ""ºt:U.O SERPENTINA o. 0/1." ZENK 'i COL, 

1!J77. 

'ti. "'40ft<O SERPENTINA o. !:l/1 DOLLER 'i COL, 

1!J71!!. 

..llacka¡¡a. """""'callfl" PROTOPINA o. 4/1. 3 KOBLITZ 'i COL, 

1975. 

A,,.,,.;..,.,,._ VISHAGINA 0.3/3 KAUL 'i COI.., 

1007. 

.Ki.ctllúu\4. ta.laauo. Gl.\JI'ATI NA 1/10 BERGMANN 'i COL, 

1970. 

.K. ta.lo.cum, UBIQUINONA 10 0.5/100 MATSUMOTO 'i COL, 

1902. 

.K. ta.ID.CWJ> NICOTINA 0.9 KlNNERSl.EY 'i COI.., 

1900. 

!'4fUWtVI. Otl~Ubl. CODEINA 0.1!5 TAM '{ COL, 

1900. 

COHTJHUACION TABLA VII. 
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ESPECIE PRODUCTO PRODUCCION REFERENCIA 

DEL PRODUCTO 

~~.,,,,. llD,vr..a.l.J. SEROTONINA 1-a s.= Y COL, 

1oea. 

~. ''""""""' CATARANTINA 0.005 Kl!TNE'! '! COL. 

1990. 

Pa.p..a.uc.\. óO'~"l..u.m. ALCALOIDES s.e KHAllNA Y COL, 

197?1. 

.Yk6U4Ni. ''"'t<= tlICOTillA O.;?G TABATA Y COL, 

19'7e. 

Da.u.cu.o Ga.J'l..d'ta. CAROTENOI DES 0.07 TOWNSLEY, 

1977. 

.K. W<U:Wll. NICOTINA 3.4 OOINO Y COL, 

1976. 

~oc¡¡a.muc ~ ESCOPOLAMINA o.coa YAMAOA Y COL, 

HIOSCIAMINA o.oa 1962. 

'a.ll.wn. "'8CUF AC. SHI KI HI CO 10.0 AMRHEI N Y COL, 

1oao. 

..K. la.44CUAJL PUTRE.."'CiflAS lo.o BERLill Y COL, 

DE CHIAMOL 1262. 

°'""""" Ja<l,4n.U<J. 
BERBERINA 0.2 SATO -Y COL, 

1964. 

711.a.ll.d.'um. m,/.(l,U<> BERBERINA 1a.1 HAKAGAYIA Y COL, 

Hl84. 

An.du.1,c.o. "~ AC. ROSMARINICO 5.75 DEEKHAMKUL y COL, 

1964. 

CONTIHUACJON TA•LA VII. 
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ESPECIE PRODUCTO 

LACTATO DE 

ESTRI CT= DI HA 

BET ALAtll NAS 

RESERPINA 

?! P.ETRINAS 

CONTlUU,\ClON "rAUL.A ".'II. 

58 

PRODL'CClOM 

Ó, l 

0.4 

0.1 

C'. ! 1 

r.:·. e 

-~~ ~~~kI -.·:Y.:;~.~~L'.>- · . 
~\-'!'O-e:?: 

- S'CHULTE 

1084. 

COL, 

El LERT ~ t:OL, 

!':l87. 

BERLHI Y COL, 

!Oee. 

1oe?. 

=.!EG 'f ,...,....,, 

1~93. 



3. 3;fl. 4.. VARIAClON ,SOHACLOtlAL. 
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· ·~:~;~~!J~~~~ft~~.¿~~~~º~~~~~~~rf ti#ltt't~:;ii~~;~~crif}tr;:; ... ~~: 
::urg-6n . :::cmc.:."_:.:c_~~cCUenc·~·a: -¿~-~<_;,u~;o'.~··i.!é\::_:Jif;::·~~·:. . .:a'? :-:T.·~;;i'C:(.:'~, ·::-- ·.:i:.:·:.. 

:::.n .r~(l ~ ;·~¿=·:;.· ... +-~r\•.;6''..-:~~ -.~i_~;~~";:.=-~i-;,.il z.=:·:.- :.~,.~~_:-:_:,::~Qt:;.-( ;;=·;dé·.·:::~ ! ~-.: 
. ;::!. :.i.at.::.:. :- =z;;;a~Orad.1_:.· ... ~-.~'?,p~·r.~~-'f~:- :=-.~··¿~ ·~-:.:~1={2~'t-t ·E:~ú:a · ·,'..:ú~'.::-z.b~i-1 :1.:..c! 

':ol-·n~·-.:. .:.~ e:;· rc~i.Ú~~i.:do t.:i.nt.c.:. ; .. ·:!-~~:'~ >2i~~~~;·;~e,.~.~-~·· :.:c:r.:.. '.i =.:..:.. 

rr e7":-:~1 ::t.~n~c$:·-'3n_-:·1-.~~---. cél-~i~ai::.!.~=;,¿li:~Is·~_~: :¿:~~-- -~~~'.?:· ¿~ ~.2 ... t:i !.;':.; 
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inducldos por lo~ component.cs del m.Adio de i::ul'..i·.·o. :;obrot.=:dc.: 

do les rE:guladores de crccimient.c CLorz y Scowcroft..., 1083'). 

f -:-1:ó:r:~nc r.:: 

zido t.ot.almcnt.o di l uci da.da-z, ::ir. cmt:ar·gc 

observa.de -:¡uc: la ·1~ria.c..i'!ln por 

;cnct.ic~:o :,. epi9cnct.i:::o::;.. Los cambies epigenat::.i::~~ ::or1 

de hcct-.o i nduc.:i do::; por las condici onc::;. del cul t.i -.·o V\. vuw 

~obre el t.C'Jido •tegat.al y por lo t.ant.o son (micos de la. 

'l.:i.r1.aci::m ::::Omac.:lonal, est.os cambios '.ion el result.ado de 

modifi=a.cioncs en l.a expresión de los genes ya. sea a. nivel de 

t.r.anscripción. t.raducción y/o po:;t.-t.ra.ducción, lo::; cuales =e 
mani f 1 es t.an de manara pasajera ':! sen pot.cncialmenle 

reversibles, por lo que no ~on út.ile::; dent.ro de lo::; fine:; del 

mejoramient.o VCQat.al CMeins, 1983: Ma.nt.ell, 1986; Evan::., 

H'.l60). 

En c.:uant.c .a los cambies genCt.i c-::i::;.. l;.. pal i pl ci di J. es la. 

.anorm.alid.:i.d cromosóm.J.ea. m!l.S 1'recuent.c dent.ro de i.:i. '.'a.ria.cien 

::::Omacl-:inal CPa.rt.onen, 1863); .adcm.i~ ::;.e prc:;;cnta.n rearrcglo:; 

cromosC:mic-::i::;, 

int.crcruzamicnt.o 

cambios 

rrJ.t.ót.ico, 

en genes 

act.ivación 

• .. ra.r1::;pe:ocr.c::;. cambios inducidos por los d.lferentes t.ipo::;. 

colula.ro::;. del explant.e y :::a.rr.bios ~n la exprc$ión de cic:.,.rt.as 

f:..milia.::; ::!.O mult.igenes, t.odos ellos a. cont.inua.e1ón :oer.!..n 

bre·1ement.a resumidos. 

3.3.6.4.1. CAMBIOS EN EL NUMERO DE CROMOSOMAS. 

El cult.ivo ln. u~ do e6lulas vegetales puede originar 

celula:; o plantas aneuploides, llamada.::; som.aclones. Estos 

inciuyen monosom.1as C.2n - 1) y +..ri:;cr.úa::;. C2n ,6. l); :oc ha 

ot.:3ervadc .:i.dcr..!i.s que ::;u frccucnei a a.ume:nt.:.. con el +..i cmpo y 

que gcner.'.ll mcnt.e ~:ot.an a.scci a.da.::; ccn fer ti 1 i d.:i.d. r::aod~ci-:.1.a :: 
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con proporciones genét.ica::; modifi::;i.da:;; en la. progenie de: 

plant.;i.s aut.cfer•-ili:;:adas CD"Amat.o. 1979: Bayli:::i:;t l!JBO), 

-;en Cdoml.nant.e:, semi dcr.u.nant.e o r·cc~Zl. ~:o) en ::¡omz..clcne:;; Ue 

malz, lechug;i., •~z.Cacc, •.cma.t.e, ct.c .• .:Je las cuales rcsalt.M.· la 

·1ariar.t-? ~cmaclo:Jnal ?ara el gen Ce l.:l. ¡,.lco:Jhel<lesh1drogCr.a::á 

en mal= (C'onni:; y c-ol,, 1997). 

3.3.6.4.2. REARREGLO$ CROHOSOHICOS 

E~~lst.sn '.Jn ~r;i.r. núrr.erc ::1c r:=pcrt.e:s dende :;e han 

.:;::mpr::badc c::;.t.r'..:c*..t.:r :i=. crcmo~ómi. c.:i.::¡ :nodi fi cad;..:a en col ula:; 

ui c.•c.t.v (9.:i.;,·li:;:;, 1980). 

E:;t.os rt?;i.rreglo~ incluyen *..r;i.n:;.loc.:ici-=nes, delccioncs, 

l.nvers1ones, fusiones y amplificacicn de algunos ::ocgment.c:;., 

E::>t.o::o cambios. por pequcncz que se;i.n, pucC.cn al t.erar l;i. 

e:~prcs1~r. y la '...ran:;m1s1Cr. gcné• .. iea de gene:: c::::ipccif.:.co::o para 

l.:i. produc::i=n :le un compue::t.o ~.:i.rt.i::•.Jlar. Lec :.· Phillips 

C1087) h.:l.n ~ugeridc des rr.e.:;:i.ni:.rncs ~·.Je in._oor•::.er.::n .~r1 la 

a.par.:.citin de cst.os cambies gencti~cs: a) La :-~plicüc1'3n 

t.ardia de la het.erccrcmat.ir..l., "/ b) C'e~t::alanc~s on l!:is 

nucl cOt.1 des come con=.ecuenci .:i. de la ::ompc:a =.t. Ofi del mcdi o de 

cul t.i '.'O. 

3. 3. 6. 4. 3. CAMBIOS Etl GEtlES CITOPLASMATICOS. 

Le:;; .::::..mbic:; en g~r.e:;: de =lcrcpla:.t.cs y mit.ccondrias 

de cCl•.Jlaz '.'cget.ale:: ocurren en una muy ait.a :·recu~ncia baje 

condiciones i...n. uU'l.4. El lrabajo m.6.s detallado :>obre e::t.e 

a:::.pcc~o ha ~ido el reaii=~dc por E~rle y col.ClC87), quienes 

ob:;ervarcn que la cst.erilidad y l.!!. rc:::.ist.cncia o:. la t.o;~na T 
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en :Zca m..a.~ se encontraban cent.rola.das por OHA mit.ocondrial. 

3. 3. 6. 4. 4. IHTERCRUZAMIENTO HITOTICO. 

La aparición de mutantes hornoci9ot.as recesivas en 

plantas regeneradas a partir de cultivos ln. uitlw', puede 

deberse a proce:;os de in• .. ercruzam.ient.o mit.6t.ico CMCO). El MCO 

es una fuente de variación única a la Va.riaci6n Somaclonal. 

Con el propó~it.o de docur:\l!:'nt.ar ~l MCO, Lch y c:il::s. t:::;itado en 

Evan:i 1989) regeneraron planta.:; de \..omat.c a partir de O 

lineas con 13 genes en condición hcterocigot.a. y obser··;aron que 

19 de las e1 planta:; regeneradas sufrieron el fenómeno de 

int.ercruzanu.cnt.o mi t.C\..ico. 

3.3.6.4.5. ACTIVACION DE TRANSPOSONES. 

Exi.~t.e Yól. bastante e•ti:lencia do que la act.i•tidad de 

elementos t.ransposoncs aumenta en una gran proporcion durante 

el cultivo .t..n. vU~. En ma1z la act.iv.:.dad dol componente 

act.ivador del t.ranspos6n Ac-Os fue detectada en 3 de 04 

plantas derivadas independient.e~nt.o, 5ugirlcndo una alta 

frecuencia de procesos de recombina.c10n CBenzion y col .• 

1966). La act.ivaciOn de 2lement.os silencioso~ no 

ca.ract.erizados ha. zido también ~ugerida por Lark.in C1987) en 

t..aba~o y aifól.lfa. 

3. 3. 6. 4. 6. CAMBIOS INDUCIDOS POR EL EXPLANTE. 

Un aspecto inlercsól.nt.e de la '/ariaciOn ~oma.clonal que no 

ha :;id.e t.ot.alment.c explorado, e::; el potencial para obtener 

una var·i.:i.r.t.e ~;;¡:;cc.:.f.1.= ..... .:i. .:i..lla frcc~er:cizi. dc:::pendier.c.Je del 

tejido donador. A medida de que más reportes ól.parecen. se 
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ac0nt.oa la idoa de qu~ el cambio del ~ene deseado es 

probablomente propiciada por lo~ t.ipos celulares del explant.e 

usado, .:il ir.iciar el cult.ivo calul.:1r CEv."J.n~. 1089). 

3.3.0.4.7. EXPRESIOH ALTERADA EH l'AHIL!/\S DE HULT!GENES 

En base a los análisis genét..iccs a nivel molccul.ar que 

se han llevado a cabo, ~s evidencia !::>e ac1.Jmuia de la. 

presoncia de ramilias de m!Jlt.igcmez y de su dit'crent..c 

rcgulaci~n inducida por las =.ondicioncs vi uU'W'. !k- hecho,. 

Larkin )' col. -C1!385), ha.n ¡:::::o::.tuiado que c::.:ot.o:; r-ezrrcgl::is 

alteran la rogulaci6n de la expre::ii.ón de la fanulia. de t.:..l 

manera que un gen que so exprazat::ia pa::..Jl a zcr reprimido y 

otro qul3' era si.lencioso pa=-a a. ~cr c;.,prc~ado. 

El c~t.udio de este renómeno &::i una hcrrar.U.::-nt.a ·1aliosa. 

si so considera que a.lgunos genes i:npcrt.ant.cs agronOrnicarr.ente 

sen codir!cados por familia~ de mul~lgencs, por eJcmpio genes 

qua codi Cican para gl i.a.di nas. gl ut.C?nina.::;. o:-aml !asas, entre 

et.ro::;. 

3. 3. 6. 5. VENTAJAS 'i DESVEtITAJAS DE LA 

VAIUAClOH SOHACLONAL. 

El uso d~ la Variación Eoma.clor.al como fuente de 

v.ariabilidad genót.ica prascnt..a un gran número de vcmt.ajas y 

de~vcnt.ajas, Ent.re las ventajas m:tz ~obrcsalient.es se tienen: 

a) Se puede inducir a una. velocidad mayor, la a.parici6n -de 

variabilidad que pcrmit.a llevar ~ ::abo la :.;clccci6n en 

e::;;peeies de import.anci.;a. agronCmicz.. indus~rial con el 

propósito de mejorarla~ en ~na determinada caract.erlst..ica; b) 

S'e pued~n obt..cnor pl ant..a:; o cui ti ·.·o:; vi ullw a par t. ir de una 

soia célula, mediant.e la t..~cnica de :lonación celular, 
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evitando con esto la aparición de mosaico:; tipicos de la 

mutagénC!sis y ia posibilidad do obtener line~s ceiulares 

~1;;;..r iantC!s con caract.eri::;ti cas d!.ferentes a las esperadas, por 

consiguiente, se tiene la venla.ja de obtener lineas in::..::; 

estable3 en un periodo de tiempo m.\~ corto: e) Se ~avorece la 

aparición de nuovas variantes o mutantes, ya :;ea por ia 

acti •J'aci on de transpo:sonos o por el fenómeno de l. ntercambi o 

mitótico, prir.cipalmente, lo:; cuales no aparecen por 

mutagéncsi3 o mélodos convencionales de mejoramiento; d) 

Mediante el uso del Cultivo do Tejidos Vegetales es posible 

acoplar ia inducción de variación. con la selección a nivel 

ceiular. Por la aplicación de esla técnica :;e han aisiado 

mutantes resistentes herbicidas, a ritotoxinas y a 

direrentes enfermedades CChalerr, 1083). 

Come consecuencia de las ventajas ar.teriores, parce~ ser 

que muchos de lo:. cambios genCticc:::; inducido:; pcr c..·l cultivo 

in. ~UA3 alteran ci mclaboll3mo ~ecu~d~rio. Bas~ndose en esle 

aspecto, la Variación ~m:a.clonal se ha aplicado como t6cnica 

para establecer linea::; celulares con elevada producción de 

esto!:; compuestos; de hecho, act.u~lmente se tienen v.o:;.rio:::; 

cultivo~ ln. vltlw quo se han generado gracias a 1 a Variación 

Somacl onal , 

shikonina 

~nlre los qul3' dc:::;tacan aqu13>llo:; 

C ;t? Ul'80f"'-'l.ffl:u.m. C'l.'Jl/Vw'l,l\.i:pn. J , 

'14óCU.O) • berberina 

antocianinas C o/Uló h~ltii:D. 

qu~ pr educen 

ajmalicina 

y 

Aun cuando la Variación Soma.clona! presenta grandes 

ventajas en su aplicación. también se tienen desventajas, 

entre las quo se encuentran ias siguientes: a) La variación 

generada por est.e fenómeno es muy azarosa, ya que pueden 

cbtener:oe un gran numero de var·iantes, por lo que es 

necesario anallz~r un gran numero de 7loncs hasta obtener el 

que pre:.;;cr.ta el rasgo de inter~s¡ sin cmb.:..rgo, una ·1ez que 
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esta variante ha ::;ido elegida ::;e tiene la posibilidad do que 

su rango de variaci6n sea muy pequerto ::;.i se compara con 

alguna otra obtenida mediante mutagónesis; b) La variaci6n ::;e 

ve influenciada por un gran número de factores, entre los que 

destacan el material gen~tico de la cdolula. la composici6n 

del medie de cultiyo y las condiciones del cultivo. por lo que 

dentro de un proceso de selecci6n basadc en !a Var1.:i.ci6n 

:::Omaclonal se debe de pl.:i.ntear y delimitar perfectamente bajo 

que c;ondicior.es ambientales y nutricionalcs 3e mantendr:i.. e-se 

cultivo; e) La Variaci6n Som..1clonal es debida a cambios 

genótico~ y epl.genelicos inducidos por l~s condiciones ln. 

u!.V¡,q. por lo que es factible que las linea~ obtenidas 

:;ufran c.:i.mbios a través de una generaci6n a olra. lo que 

rcdundar:i.. en el grado de eslabllidad del cultivo en el rasgo 

deseado C Ki bl er y ~J<>umann, 1080; Ell is, 1982; Manlcl 1 , 1986; 

Scowcroft y Larkin, 1988~ Holden y col .• 1988; Evans, 1080). 

Con estos antecedentes 

explctacl.6n de la Variaci6n 

es po:;ible 

Somaclonal 

plantear 

resulta 

la 

una 

alternativ.J. muy llamativa para obtoner lineas celulares 

productoras de rnctabolitos secundarios, ya que a ¡::e::oar de ser 

una estratc-gia ~onuempirica requiere- de menos ti~mpo que los 

mctodos convencJ.onaies y la mutagéni.?zis. E~Lc fen6meno da la 

posibilidad de res~leccionar una iinea pre-~~tablecida con el 

fin de aumentar su rendimi~nto, pero sobretodo de m..1ntener su 

estabilidad, se debe de tomar en cuenta que aun cuando l.Ula 

linea ha ~ido establecida es po~ible que surra cambios 

genético:::; o epigenélieo:::; que redunden en su producci6n, lo 

cual e:: f.:i.ctible considerando el fen6mcno de Variaci6n 

Som.aci onal. 
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4. MATERIALES Y METOOOS. 

4. 1 H.\TERIAL BIOLOGICO. 

:.cmill.:..:::o d~ !a:; :>iguient.cs c~pecie~ .:le '::.:..r ... ~~-...Lr. .. : 

~ • .l.f"l.l'l.U':U:l. var . ...UIA'o.uu..m. (J.a.l.:..pcf1o ::ult.ivilr Jarccho): Oriqinario 

de 'l.:?racru;:. O.:..;.:aca ¡- Chihuahua. Cl.:1.:aific.:i.dc c.:Jmo pic¡,,nt.C: 

!.a::; :::ocmillas de est..:i.. c:;pecie fueron prcporcio11:.d.:i~ por !a 

Promot.or.:i Hacional de Semillas CPROtt:......<"E) de la SARH obt.cr1id..:a.::o 

o. su ·.-e: de cult.ivaros mejorado:;, 

var. (Chi l t..cpi n): Or.:. ~1 no:..r 1:.; .::.le 

Sonora. de origan :i1lvest.re ¡• cla~ificado como ::-:.::t.rcrr..adil.ment.c 

picant.e. Para. e::t.a especie l.:i.s semillas f"ucror1 colect.,¡,,da:o 

DWJ.nualment.G de frut.o:::; <lC3 pl.:..nt.;:,,.~ silve:;t.rc:;::. oblcnidos en .:?l 

mercado de La Merced. 

'e • .:;Ai.,n,.u.,¿,,e (Habanero): Criqinario de '1ucat.~r.. C.::m=oidcradc 

como cxt.remadamcnt.e picant.c. En cst..e ca.~o la::. :::;::?rr.illa~ -fueron 

proporcionadas por PRCNASE CShRH). 

4. 2 MEDIOS DE CULTIVO. 

:ocleccionados de acu~rdo los res ul lado::> cbt.cni do:¡ 

previ4ment.c por el grupo de t.rabajo CRo::.lrigue;: y Ramos, 1086: 

'/el~zqu:::!-:. 1988~ Rodrigucz. 198~D, los cuales fuer·on lo:; 

;;iguient.cs: 

tts. Hedio mineral de Hur.:i.;¡hige: :t 5:koog. 1063. 

SH.. Medio mineral do $c::her.k y Hildebrandt., 1073. 

cuy.:..:: corr.~c.i:;iciones ~e mue:a:t.rz.n cr. l.:i. T.:i.bla '/I!I. 

Para la obt.enci6n de pltlnt..ul~s :;e indo.jo la germinación 
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TABLA VIII. COMPOSICIOH DE LOS HEDIOS DE CULTIVO DE 

MURASHIGE Y Sl(OOG C1!)62) Y SCHEllt: Y 

HILDEBRANDT C1!l72>. 

CONCENTP.ACI 011 Etl EL t!EOIO CM:> 

COMPUE.-""1'0 ti:S SH 

t1H4Ho3 a.oe :< 10-2 ---------_., 
10-2 

Y.1103 1.e8 :< 10 2.50 X 

COl.Cl 2 2H2 0 3.00 X 10-3 1.50 X 10-3 

MgS04 7H2 0 1.50 X 10-3 1. 50 X 10-3 

KH
2

Po4 1. 25 - 10-3 ---------
tJH4H2 Po4 ---------- 3.90 X 10-3 

s;.cAROSA e.eo :< 10-2 e.so "' 
10-2 

KI 5.00 X 10-e e.oc X :!.C-e 

tt3 so3 1. 00 X 10-4 1. 30 "' 
10-4 

MnS04 ..:i.H
2

0 0.00 - 10-5 5.00 ;.,. !.C-5 _ ... 
!C-7 N-.Mo04 2Hz0 1.00 -10 4.10 X 

CuS04 5H
2
o 1. 00 X 10-7 8.00 :< !C-7 

CoC1 2 ett
2

o 1.00 - 10-7 
~.20 -10-7' 

:3nS04 7H2 0 2.00 :< 10-!S 3.50 X !0-!3 

FeS04 7H
2

C 1.CO - 10-4 
6.40 ~ 10-5 

10-4 -5 
tlOl.2 EDTA 2H

2
o 1. 00 X 6 • ..:iO X 1C .. 

MIO-IllOSITOL 4.00 X 10-4 6.60 X 10-3 

ACIDO tllCOTINICO 4.66 X 10-e 4.10 "' 
10-5 

PI RI DOXIllA HCl 2.40 X 10-e 2.40 X 10-e 

TIAHINA HCl 3.00 X 10 
-7 

1. 50 X 10-5 

GLICINA 3.00 X 10-5 ---------
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ui uUll,.,:, de las :oemJ. l las de 'tfa1wt.:..1..L1n. en los ~i .;¡iui entes Jncdfo:¡ 

de cultivo: 

HSl. Sales mJ.ner.:..le.:;. del medio MS :;upl.?"mcnt..:ido··ccn 30"' 

g.·'l de ::acarosa y 1.5 g/l de 9clrit.e (t.:cl~o Di·.;í:.:,n~·})f:.i~~:.:l~.":'.:. 
e.. Co., Inc. ') como ::;opcrt.c. , </_\··~(·>~·,:' 

SHl. ~le:;.·~ mi r.cr.::.lc.=. d~l medie.: $H .:;upl~Mcr.l.:...~?:.·:¿:~r., · 30 

g.~1 de 3;..carosa. :; l. 5 .:;;-'l de golrit.~. 

P.:.r.:. l.l. ir.du:.:.ción de t.E::jiclc c;...llc.::¡.o :.~ inccuró ··.::i­

hipocctile de cada pl.t..nt.tJla en las mcc!i.:>:;. d-3 cult.i'J'o: 

H$2. $.:..les mi r.cr.:;.L:~:;:; dal mcdi e HZ :O'Jplc:n'"mt.¿dc ~c.:r. 30 

g.~1 d~ ::>;üca.ro~a, l. 5 g.·1 da- g;clriLc y l.:. .:..u;..:in;.. -!..ci.:.lo 

Z.4-diclor:,fcno::i01cót.ico CZ,4-0) !f:n un.:l ccnccr.t.ración e.75 ;;M 

$HZ. $.:\les mi r.cr.:i.l $~ del me-di e: SH ~upl crncr.t...:ido c:cr • .30 

g.·1 de sa.ci:o.ro:¡a, 

concont..r.¡;¡cionc:a de rc:;gul:..dorc:; de cr~ci mi ont.o c:::;pec!.r ico~ 

p;;.r.:i cada c:;pacie de chile. .las cuaio~ :;cz: muc~t.r.:..n en l~ 

T.::.bl" IX. 

Le~ cul t.i •.¡os en su:;pen:;i ón :;e hicieren .:::-n mat.r~cc:;, 

Erlcnmcycr de 250 ml de c~pacidad y cor. 50 ml de lo::i 

:¡iguient..cs medio:. dr:? cultivo: 

MS3. ~les mincr.:.lo::i dr:?l medio HS :;;uplomcnl:..do .:::c;r. 3C: 

g.·t de ~.,:,,caro!;.w. r .lz. auxina 2,4-D ~n ur.a c.:.cn.::cr~~:·.:.ci6r• 0 ..,n 

µ11. 

SH3. ~les :n.inc-r.:.l~::; del medie; SH :;".Jplcmcr.t...:..dc .::en 3:0 

9"'1 de :sacMr.:>~.:.. y l..:..:; mi::.m¡i.;;; cenccnlr.:icior,c::; de r-.:;-gulo:..cier!?:.:; 

de c:-ccir.tir:?nt.c ~ue ::e U::iálron duro;.r.t.oo la ir.ducciOr. d.:! .:;:..lle on 

.:::~d~ e3pccic de chile CT~bl~ IX). 

En l.:i. prepur.,cí6n de lo:. medio~ de culLive :;.::: cmplr:?C:: 

;:.gu.A d:::;.ior.i ;;:.:id.;:.. cbt.~r.i da ~n :Jn~ col urnnu. mi:~t.a e~r·r.:ot..:?u. 

C~rgE:nt.-Wclch Scil!:>nt.ific Ce.): el pH :¡;r;? .:lju:;t.ó.:.. 6.7 par~ 

FI :;ch!f:r Accu:ncnt. Uodclo 52:5, u:;ando sol ucior.!f:s de KOH y HCl 
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TABLA IX, CONCEHTRACIOH DE LOS REGULADORES DE 

CRECIMIENTO UTILIZADOS EH LOS CULTIVOS 

DE CALLO, SUSPEHSIOH E INDUCCIOll DE 

CLONES DE LAS ESPECIES DE ~u.ri..;.i.:::-..ur •• 

ESPECIE 

t. 4'U\.'l.Ltun. 

MEDIO DE 

CULTIVO 

•1;.ir. tfla..!i.i:u .. ~culum. 

MS 

MS 

REGULADOR DE 

CRECI MI EtlTO 

CINETitlA 

2,4-D 

2. 4-D 

CIHETINA 

c,4-D 

pCPA 

2,4-D 

CINETitlA 

2,4-D 

2,4-D 

MEDIO MIUCRAL 'DE SCUENK & lllLDEB_llANDTC197Z). 

b) MCDIO MlNEllAL DE WURAS1110E & SIC.000 :lPGZl, 

z ... -o: AC. Z,4 DlCLOllOFENOXlACETICO, 

¡:.Cr°": p CLOllOF&NOXIACETlCO, 
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COtlCEN"!"RAC! CN 

(µM) 

O.O!J3 

9.300 

8.750 

0.465 

2.360 

10. 700 

9.750 

C.003 

9.3CO 

9.750 



ambas a O. 1 ti .:¡:cgún ~e requirieran. 

Todos los medios de culLivo Cueron esLerilizados en una 

auLoclavc a 15 lb/pulg2 durante 15 nú.hutos, manipul.1ndolos 

posteriormente bajo condiciones de a::;¡,ep:;i.:.. en una campana de 

flujo laminar C~rca Vece), de aire Ciltrado. 

4. 3 ACONDICIONAMIENTO Y DESINFESTACION 

DE LAS SEMILLAS. 

Para la germinación ln. u.¿¿....,, la!i ~emilla::. ft:er·c;.¡n 

somoLi da~ a di Cer cntes rréLodcs de a.candi ci onu.mi cnt o y 

dcsinC~=tación, con el propósito d~ accndicion~rl"~ para 

aumentar esLe porcentaje. Para e. a.n..n.uum. ·.-~r. <l,.(\.l\.\.L'U-17\. 

consistió en remojar las :aemillas en .ngu.:i de?~Lilada durante 

48 horas. postariormcnto se desinfcsLaron con etanol absoluLo 

durant~ un minuto s~guido por su inmersión en hipoclorito de 

:¡odio comercial Ccloralex.) al 2.5% v/v CCloro activ;:i) dur.:inte 

10 minuLcs y Cinalmcnta 3 enjuague3 con agu.:i desLilada c~t6ril. 

Para 'e. var . ol 

.:icondi cionamiento consi st..ió en escarifi carla::. en ácido 

sulCúrico 0.5 M durante 5 minutos seguido de ~u inmersión en 

eLanol absoluLo un minuLo y luego en hipoclcrito de :;odie al 

t.o:~ v/V durante 20 minutos, y por último 3 cnjuagc::;;. c'=n .lgua 

dcstil.:ida C?stéril. 

En el c.:iso de e. d~:>.e. las semilla::;¡, ::.e rcmo.J.:ircn en 

agua destilada durante 24 horas. l ucgo =e sumer ;rieron un 

minuLo en cLanol .:ibsoluto y 20 m.ir.uLcs cr. hipcclc:ri'..c de sodio 

al 1. O~ v/v, para Lcrminar con 3 enj~agucs ccn agua dcst.iladoi 

e:;l6ril. 

El procedimiento general para el acondicion.<im.icnLo y 

Ccsinf~:;tación en cada especie se de~cribe en la Tabla X. 
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TABLA X. METOOOS DE ACONDICIONAMIENTO Y DESINFESTACION 

DE LAS SEMILLAS DE ~an.<>ia.ur-

ACOllDICIOtlAMIElffO · 

ESPECIE 

0.5M 5' 

var. ~~U:.u.jculwn. 

REMOJO Etl 

H
2
o DEST. 

Z4 HR5:. 

•A.JO CONDICIONES DE ASEPSIA. 

C: CONCENTRACJON. 

T= TU!:MPO. 

REMOJO EN 

ElOH 100:~ 

1 Mitl. 

1 MIN. 

1 MIH. 

c.·cL= CONCENTRACION DE CLORO ACTlVO. 
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DES! tlF'EST AC! Otl N 

HIPOCLOR!TO AGUA 

DE SODIO DEST. 

C."C! T E:;;r-ERIL 

10' 3 VECES 

l. o:: 20' 3 VECES 

1. º" 20• 3 '.'ECE$ 



4.4 GERMINACION Y OBTENCION 

DE PLANTULAS. 

Una ve~ que las semillas f'ucron acondicionadas Y 

desinf'esladas se procedió a inducir su gcrmin.:.i.c16n. para lo 

cual f'ucron inoculadas en frascos gerber con 25 mililit.r·os de 

los medios de cult.ivo M:S1 y SH1 y mant.cnida~ a zec+ 2ºc y ~ 

una inlensid.:.i.d luminosa cont.lnua de 2900 lux proporcionada 

pcr l.:t.mpara:.; da luz f'luorescent.e Cblanco f'rio) de 32 '.#alt.s. 

Ya oblenidas las plá.nt.ulas se procedió a ::;;epararla.s y 

rot.ularlas do manera individual con el f'in de ilevar a cabo 

su seguimient.o a t.ravés de Lodos lo::. paso:;; experimenlales 

hast.a la obt.ención de lineas celulares. 

4.5 INDUCCION Y DESARROLLO DE TEJIDO CALL0$0. 

Para la inducción de Lejido calloso :;;e ut.ili~aron 

f'ragmcnt.os de hipocot.ilo de aproximadamcnt.e un cent.imclrc de 

longilud y que provenian de? cada plántula germinada Ln. uU"W" 

con 3 a 4 :;;emana~ de edad: cst.os f'ueren inoculados en los 

medies de cultivo ~ o SH2, dependiendo del medie donde 

h~bian germinado. 

En la inducción d~ callo se emplearon fr~sco~ de vidrio 

CGerbcr) con 29 rnililit.ros de medio de cult.ivo y mant.enidos a 

una tempc-rat.ura de 26° + 2ºc y a una 1 nten~i dad 1 umino~a 

cont.lnua de 2800 luA CVol~zquez, 1988: Rodriguaz, 1989). 

4. 6. EST ABLECI KI ENTO DE LOS CULTIVOS Ell SUSPENSI ON. 

Los cult.ivos en suspensión se est.ablecieron mediant.e la 

inocul~cién de 20 a 40 g."'L (peso fresco) de t.ejido callosc en 

mat.races Erlenmcyer de 250 ml de capacidad y con 50 ml de los 
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medies de cultivo MS3 o $3-13. 

E:::;to~ cultivos ~e incubaron en una agitadora rolatoria 

CUew Brunswick Scientific Co., Inc. mcidelo 663). a una 

velocidad de 80 rpm y con una amplitud de giro de 2 pulgada:s. 

La temperatura ze mantuvo en zsº+ 2°c a trav~:::; de un sislema. 

de aire acondicionado. y una iluminación continua de 2800 

lux. Los cultivos fueron resembrados quincen~lm~nte. 

Cabe aclarar que para la obtención do las lineas 

colulares .:i:e usaron ::ousponsiones con meno$ de cinco 

subcultivos. y que para la obtención de célula~ 3limentadoras 

se tomaron cultivos en suspen:;i6n que ::ae :::oncontraban en la. 

fase exponencial de crecimiento CaproxJ.m:idamcnte de e a 8 

días despu~s de lo última resiembra). 

4. 7 OBTENCION DE CELULAS AISLADAS. 

Par~ la obtenci6n de células ai::;lada5 .:.e emplearon 

célula.:i en :;u~pen:::;i6n que se encontraban en la fa:::;e de 

crecimiento sxponencial Ccult..ivos con e a 8 dia::¡ después de 

su última re:iiembra); eslos cultivos fueron filtrados y 

y lavados con medio de cultivo nuevo a travé:; de una serie de 

mallas de acero inoxidable cuyo diámelro menor fue de 50 

µm, con el fin de obtener suspensiones con cólulas aisladas 

y~'o pequenos agregados de no Jná:::; de cinco c~lulas. Una vez 

que se tuvieron, se dejaron sedimentar durante 46 mir.utas 

para luego eliminar el medio de cultivo ::aobrenadantc hasta 

llegar a un volúmen de 30 a 50 mllililro~ • .:.i. p.:.rtir del cual 

se 11 evo a cabo el pl aqueo cel ul,ar. 

Para obtener las eficiencias de plaquco Crcl~ci6n 

porcentual del número de células en crecimiento activo que se 

cblienen por número de ccluia::a que .:.i:?? plaque~n), la:i 

suspensiones conteniendo las células aisladas, rueron 
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divididas en seis voltlmcno::a dO 0.6 a 3.0 m.ililit.ro::a G>ri 

intervalos de O. S mililitros cada uno y por t.riplicol.do. de 

manera que el número de clone:l cblcnidos fue un promedio de 

los t.re3 volúmenes correspondientes. 

La concent.raci 6n cc-1 ul ar, considerada. como número de 

células por m.ililit.ro. f'ue delerminada en c..'.l.da. ::::uspcnsión 

medianle el cent.ea de la misma, en la cámara de Newbawer, 

donde se eslableció si f'ormada por 

células aisl&1.das o por agregados celulares. En caso de que 

má.s del 10% de las células conladas f'uc-r~n agrega.do~ de znj,:.¡ 

de cinco células :;¡e decidió eliminar esa suspcn:lión par..'.l. con 

eslo evilar que las llneaz. provinieran de grande::: agregado:::: 

celul&1.ras, y con ello evit.ar la vaoiabilid.J.d celular. 

4.8 PLAQUEO CELULAR. 

Una vez que se t.uviaron lo::: dif'erenle3 ._.olUmcnes de la 

suspensión celular f'ilt.rada, :::e procedió a rc~li~~r el 

plaquco de los mismo:::, par..'.l. lo que;! se u:;;.~ron los :::iguient.c-s 

mélodos CFigura 4): 

a) ~ ~ Incorpor.acion: en el cual ca.da uno da los 

voltlmenas se mezcló con 20 ml de medio de cultivo M2 o SHZ, 

dependiendo del medio donde provenia la suspensión, a punt.o 

de gelif'icar C3S-37°C:> y se virlieron en caja::: petri CFigura 

4a). 

b) ~ ~ ~ ~ bark modificado: esta Sc;!gunda ~lternat.iva 

se f'undament.6 en al mét.od.o de Weber y Lark (1970:>, para lo 

cual se usaron cilindros de <l'SPU~ de poliuretano de un 

centimet.ro do gro:::or y B. S cms. de di.á.metro, prcvi~mente 

somet.idos. a un t.rat.amient.o con HCl 0.1 ti durante 12 hora~ y 

enju.L..g&1.do:io ;.bundantcment.e con iilgU..'.l. de::.til&1.d..:.. CConncr y 

Meredit.h, 1984:>. Est.os cilindros sirvieron como soporte de un 
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sistema, que consistió en colocoir dentro de una caja pelri Cde 

9x2 cms.) esta base de poliurelano, embebida en 30 rnl do medio 

con células alimentadoras Cmedio de cultivo fresco con células 

que se encuentran en la fase logaritmica de crecimiento), o 

medio condicionado Cmedio de cultivo donde ya. hubo 

crecimiento celular), para luego sobreponer una hoj~ da papel 

filtro Cde B.5 cms. de diámetro), una voz copstruido esta 

sistema, se procedió a vertir sobre el papel cada uno de lo":i 

vol Umenc-s de la. suspensión a ploiqucar·, po:::;tcriormcnta la::: 

c~jas de sallaron con parafilm CFigura 4b). 

c) Me-lodo Weber L. Lark modificado*: este mólc:do no fue sir10 

variante del anterior, donde en lugar de usar cajas petri de 

O x 2 cms. sa usaron cajas de 5 :...: 1.5 cms. )' cilindres de 

poliurctano de O. 5 cms. de gro:.:¡or y 4. 5 cms. de diámetro 

CFigura 4c), 

d) Met.odo Hor sch modificado: en esta opción se usó el 

principio establecido por Horsch y Jonez (1980), donde las 

células fueron plaqueadas sobre clrculos de pa.pel filtro de 

5,5 cms. de diámetro, el cual a su vaz se colocó sobro medio 

semisólido MS2 o SH2 en frascos de vidrio CGerbcr) CFigura 

4d), 

e) Melado ~ Horsch modificado": c-sla. última alternativa 

con:::islió de un sistema formado por el medio scmisólido MS:2 o 

SH2 en frascos gerber '3obre el cual :;e colocó una. ba:¡o de 

poli urel~no de O. 5 Cm:i. de grosor y 5. 5 cms. de diámetro. 

previamente lrat.ada con HCl O. 1 ti CConner y Meredi lh, 19e4), 

y embebida en 10 ml de suspensión con células alimonladoras: 

sobre la espuma se colocó adem..ás. una hoja d~ papel filtro del 

mismo diámetro, donde se virt.ieron los direrenles volúmonas a 

pl aquear C Figura 4e) . 

Todos estos sistemas fueron incubados a una temperatura 

de zeº~ 2°c y a una intensidad luminosa continua de 50 lux. 
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FIGURA 4. ESQUEMATIZACION DE LOS METODOS 

DE PLAQUEO CELULAR. 

a) INCORPORACION 

L:J-, . . . 

e) WEBER Y LARK 
HODIF !CADO* 

1. MEDIO SEMISOLIDO 

e) HORSCH 
MODIFICADO* 

5 n 4 

6~2 
3 

HAS CELULAS AISLADAS 

2. SOPORTE DE POLIURETANO 

3. MEDID SEMISDLIDO 
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b) WEBER Y LARK 
MODIFICADO 

5 _w======il 4 
6~2 

d) HDRSCH 
MODIFICADO 

4. PAPEL FILTRO 

5. CELULAS AISLADAS 

6. CELULAS ALIMENTADORAS 

EN HEDIO LIQUIDO 



Es ncce:sario mencionar que· t.odos los in:::¡t.rument.os y· 

mat.criaies usado:; en cada mét.odo f'ueron prcviament.c 

e:.t.erilizados en una aut.oclave a. 15 · lb/pulg2 durant.c 15 

minut.os y post.criorment.e, manejados bajo condiciones de 

asepsia en una campana de flujo laminar. 

Una voz obLenidas los clones. peque~os callos de 

apro:<lmadament.e 3 a 4 m.ilimot.ros de di~met.ro, se indujo su 

proliferación celular mediant.e su resiembras individuales 

cada 30 dias en los medios somisólidos MS2 o El-:12. 

Como ya se mencionó en el inciso 4. 7. la :au:¡pensi6n a 

pl~uear se dividió en seis diferent.cs volúmenes, ca.da. uno 

por t.riplicado, con el prop6sit.o de ca.lcul~r las efici~nci~~ 

de plaquoo, de Lal forma que los clones por vclúmcn fueren un 

promedio de los encont.ra.dos en lo:. Lres fr·.:i..sco~ o cajas 

pel.ri. 

Por et.ro lado, las células aliment.ador;:i.s fueron 

colect.ada.s de :¡uspen5iones en la fase cxponcnc i a.l de 

crecim.icnLo ce a B dlas después de 1 a últ.ima rcsicmbraJ y 

fueron resuspondidas •n modios frescos MS3 o SH3 en una 

conccnt.raci6n de 20 a 40 g/l, Cabe aclarar que las células 

alimcnt.adoras siempre correspondieron a las mismas 

su:spcnsicnes de las células a plaquear. 

4. 9 SELECCION PRIMARIA DE CLONES PRODUCTORES DE CAPS 

Para llevar a cabo la selección primaria de las llnea~ 

product.oras de capsaicinoides se adapLó el mót.odo cua.lit.a.t.ivo 

est.ablecido por Ogino en 1978. En est.a modificación s~ us6 el 

reacLivo de Gibbs c2.e-dicloro-p-bcnzoqulnona--i--cloroirninaJ, 

el cual al reaccionar con los alcoholes p-hidrcxibcncillc~ 

prescnt.cs en la mol6cula de los cap:;a.icinoidcs genera. un 

coloración azul CGierer, 1994), de la siguienLe m&lnera: 
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Lo::s clones que fueron ~cparados y :;embrado:a do manera 

individual se colocaror. sobre hojas de papel filtro de 5. 5 

cm:;. de di ámct..r o que :.u '..'eZ de!:;can:>.:..ban en el medio 

semi.sólido Msa o $H2 en frascos gerbcr. E:::otos callo:a ~e 

dejaron crecer 30 dias y luego ~e resembraron directamente en 

el medio de cultivo. Los papeles filtro donde crecieron los 

clones se dejaron secar a temperatura ambiente durante 24 

horas p.ara luego determinar cualitativamente su 

contenido de capsaicinoides con el reactivo do Gibbs. de 

acuerdo a la metodologia establecida por Rajpoot. y 

Govindar.ajan (1981): una vez secos, los papales se rociaron 

hast.a su saturación con el reactivo de Gibbs al 0.1Y. en 

acetato de etilo, se dejaron secar y se embebieron en una 

solución büff'er de boratos a pH D. 6, se mantu·1ieron 24 horas 

bajo condicione~ de obscuridad para que se ~ecaran y 

generar~n una coloración azul en caso de haber cap~aicinoide~. 

Los papeles que presentaron color azul fueron comparados 

con papeles con concentraciones definid.a~ de sclucione~ 

estandar de capsaicinoides CSic;¡¡m.a. 98Y.). de tal manera que 

f'ueron cl.asificados según la intensidad del color con la~ 

siguientes marcas: 

MARCA 

s 

' 

COLOR 

(AZ!JL) 

MUY LEVE 

LEVE 

aEouL.Aa 

BUENA 

CAl'ITI DA DE CAP""--AI Cl NA 

Cµg:;) 

!l. O A :SO 

00, O A 100 

100. O A l'!SO 

) 1'!10 

Los clones cuyos papeles fueron cla5ificado~ como 

4. Buenos y 3. Rcgular~s, fueren tom.;:ido$ p.:i.ra cst..:.blcccr ~u~ 

cultivos en suspensión donde se ll~v6 a cabo la zelccción 
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secundaria. Cabe aclarar que ~un cuando los clones qua' 

interesaban eran los productores. tambión se realizó 

:;elección secundaria en clones catalogadas como 1.Muy leves y 

2.Leves, con el propósito de validar la ::telección primaria, 

ademti..s do que se estudió su estabilidad. 

Para dc~<::.?.rtar la posible interf"erenci&:1. de otros 

compuestos propios de la ruta metabólica de los 

capsaicinoides, se hicieron pruebas preliminares: tanto en 

cromat.ografi a en papel, como de manera puntual usando estos 

precursores y el reactivo de Gibbs como detector. de acuerdo 

a los mót.odos establecidos por Joint Comm of the Pharm. Scic. 

and the Soc. f"or Anal. Chem. on Het. 6f A::isay of Cr·ude Dt-ugs 

C1964). Pankar y Magar, C1977) y Rajpoot y Govir.dar.:...jan. 

(1991). 

,.10 SELECCION SECUNDARIA DE CLONES PRODUCTORES DE CAPS. 

Los clones ya :seleccionados: fueron llevados a cultivos 

en suspansión en lo:s madios MS3 o SH3 de acuerdo al cultivo 

do donde provonian. 

Ya establecidos los cultivos so procedi6 a extraer y a 

cuantificar a los capsaicinoides del medio de cultivo 

sobrenadante mediante la tócnica de cromatograf"ia liquida de 

ali.a eficiencia CHPLC), segón el inciso 4.13, refiriéndolos 

como cantidad de capsaicina por gramo de peso seco de 

biomasa. De esta manera se determinaron las lineas con mayor 

producción y se rel acion6 este método cuanti t.ati vo con el 

mét..odo cualitativo de Gibbs. En la Figura !:9 se resume la 

metodologia para la obtención de lineas celulares product..oras 

de capsaicinoidcs. 
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~ tERlllNACION 

l 
~ INDUCCION DI! CALLO 

1 

Id - CULTIVO EN IU~NllON 

l 
~ ,LAQUEO CELULAR 

l 
® ® ® IELECCION flltlllAltlA 

l 
C ltEACCION COLORlllETltlCA ) 

g 
INDUCCION H CALLO 

1 

!á - CULTIVO EN IUINNllON 

1 
HPLC HLECCION SECUNDARIA 

DIAGRAMA DE LA METODOLOGIA PARA LA OBTENCION DE CLONAS 
DE Capelcu111 PRODUCTORAS DE CAPSAICINOIDES. 
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6.11 INDICE DE CRECIMIENTO. 

Con el objet.ivo de det.erminar :;i exist.la una posible 

relación ent.re cap¡a,cidad bioslnt.ét.ica y crecirr.ient.o celular 

se obt.uvicron los indices de creclmient.o de cada uno de los 

cult.ivos en suspen~i6n seleccionados. para lo cual se ovalu6 

el peso seco de la siguient.e maner;i.: el cont.cnido de cada. 

ma.t.raz se fil t.r6 en un embudo .BUchner con papel f i 1 t.ro 

What.man No. 1 de peso conocido. Las células colect.ada.s se 

lavaron con agua desionizada y se colocaron en una. est.uf a de 

vacio CLab-Line Duo-vac oven, Lab-Line Inst.rument.s, Inc.) a 

una t.emperat.ura de 7o0 c hast.a que alcanzaron peso const.ant.e. 

Est.e procedimient.o se llevó a cabo t.ant.o al inicio y t.órmino 

del cult.ivo. para de est.a forma obt.ener el peso seco final y 

el peso seco inicial de cada uno. Est.os result.ados se 

relacionaron en la siguiant.e fórmula p.:ira obt.cncr el indice 

de crecimient.o: 

INDICE DE PESQ SECO FINAL - PESO SECO ltlIC1AL 

CRECI MI EtlTO PESO SECO I NI CI AL 

6.12 EXTRACCION DE LOS CAPS.UCINOIDES. 

La ext.racción de los capsaicinoides se realizó t.ant.o 

en el medio liquido de los cult.ivos en suspensión de las 

lineas seleccionadas como de aquellos de los cuales se 

originaron. con el propósit.o d~· dat.erminar la influencia da 

las caraclerist.icas biosint.ét.icas del cult.ivo de origen ~obre 

la capacidad product.iva de las lineas obt.enidas. 

Tomando en cuent.a que los capsaicincidcs zon mct.abolit.os 

secundarios que son liberados al medio de cult.ivo CLindsey y 
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Yeoman, 1983; Tapia, 1987; Rodriguez y Ramos, 19813), la." 

ext.racci6n se reallz6 en 10 ml del medio da cult.ivo libre de 

célul.;i.s con 3 volúmenes de 10 ml de clor·oformo. Los c:....--t..r.;i.ctos 

asi ob~enidos fueron llevados a sequedad bajo presi6n 

reducida a una t.emperat.ura en~re 50° y eoºc. Po~torlormant.c 

la muest.ra fue rBsuspendida en un mililitro de mot.;.;.nol par.;i. 

su cuant.ificaci6n CTapia, 1987). 

4.13 CUAKTIFICACION DE CAPSAICINOIDES. 

En los ext.r.::i.ct.os met.an61 ices obt.enido::;, mant.enidos bajo 

condiciones de obscuridad, se cuant.ific6 el cont.enido de 

capsaicinoides mcdi.::i.nt.c la t.écnica de cromat.ogr.::i.fi.;i. liquida 

de alt..a eficiencia, ost.ablecida por Tapia (1997). Para lo 

cual se emple6 un cromat.6grafo CMarca Tracor) con una columna 

SUpelcosil-C18 fase reversa, fase móvil met.anol/.;i.gua C60: 40 

v/v) con 0.05M de nit.rat.o de plat.a a un pH de G.5 y un flujo 

de 1.0 ml/min. asi como un det.ect.or de luz ult.ravloleta a 280 

nm e inyect.ando un volúmen de muest.ra de 10 µl, us.::i.ndo un 

ast.andar ext.erno de Capsaicina. 

4.14 ESTUDIO PARCIAL DE LA ESTABILIDAD. 

Una vez selecionadas las lineas product.ora:o en las a 
especies, se procedi6 a dct.erminar parci .:::Ll mc::nt.o su 

esl.abi lidad. por lo quo se hicieron determinaciones 

quincenales durante 2 meses del cont.enido de CAPS en los 

cult.ivos en suspensión ya est.ablecidos. 
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5. RESULTADOS Y DISCUSION. 

5.1 MATERIAL VEGETAL. 

Para. la realización del prcsent.c t.ra.ba.jo ~e eligieron en 

base a su cont.cnido de cap:;aicinoides a la.::.' especie::. de 

~c,n,,c,u:um.- ¡l.("¡..(',;u.u.m. vzi.r. a..-n.n:u:u.m.. Cchilc Jala.pcf"l:c), ~ • ....r...r .. u.u..m. va.r. 

Chil t.cpinJ ·¡ Cchilc 

H~ba.nero), de .a.cuerdo a. los rcsul +..z.do::; cbt.cmi ::lo:;. ¡::.::w '!'a.p.;.M. 

C:t997J, media.nt.c la t.~cnica ::Se cromat.ograf'ia liquida de al.._a. 

et'iciencia CHPLC), los =ual!3::. ::;e mue::.t.ran crl l;. Tabla XI, ::e 

comprobó qua t..a.nt.o lo~ frut.os dei chile Habanero =orno los :Je 

C'hiltepin eran lo:;: que pr~s.ent.;:..ba.n ma.:1or ccnt.cnido .:le 

e:: t. es C'Ompue::.t.os, ::.i ende da ~.e mg Cap::::;z..icinoidcs/g 1'rut.o 

~eco ¡::ar· a el primero y de 7. 75 mg Ca.p::::;aicinoi dcs.'g fruto :::;eco 

p.::i.r.'.4 el segundo, ademas de las mejoro:::; cara.ct.orizt.icas 3n 

cuitivo::; m vÜ/t..3'. En cuant.o ;¡l chiie Jalapcf"lo. ::u elccclón 

ne ::e Cas6 unicament.e en ~u picor. ya que cst.c es bajo CO. 61. 

mgCapsaicinoidcs/g frut.o :acco). :>ino t.ambión en la 

posibilidad de generar una linea ~st.able con:>iderando que :;e 

p~rt.ió de un cult.lvar mejorado. 

Por et.ro lado, re:!>ult.~ import.ant.c ob::::.er·1~r que par:>. l.:i::::; 

tre::::> variedades, el capsaicinoidoo qu.so :;e prc=:.cnt.C ~n r:'lZ.y~r 

c~nt.idad fue la Capsa1cin~ y qu~ según I·•ai )' c::il. ':1077a, 

l !J77b y 19"?0) • Su;:uki :t :::=il. C109!) 

rcaliza.:los pcr Tapia C1897), 

Dihidrocólpsai=in:.. son lo:¡ princ
0

i¡::alcs ~onz.t.it.uycnte:i en !a~ 

cspcci es ~:o pi cant.cs. 1Jn:>. ·1e= -::il e:gi das l il.Z cspcci 3:. ::::in la:=. 

-:¡·..:e z::: .:.t:z. ;:. •~rab.:.3a;- ::e pr·c::.~gt..:1.:: :... l:. =!:l~~1:.:!.=il :1=1 

rr..:o.t.crial Yaget.ii:ll; con el prcpó::.it.o .:le gcner.;:.r plant.ula=:; 

libres de microrganismos que :;er·1irlan come !'uent.e de 
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TABLA XI. COHTEtlIDO DE CAPSAICitlOIDE$ EH 

EXTRACTO$ DE FRUTO DE DIFERENTES 

ESJ>ECIES DE ~,J,(..c.t.e.Um POR HPLC. 

CA.dap~ado de Tapi~, 1aB7J. 

~ • .:i.n.n.uum.. var. 

<PA&ADITO) 

~ • .:a.r...n.u.~m..va.r. 

!CHJLTEPIH) 

~. cl\.tn.er,,,O¿ 

<HABAt.,1:ao) 

-e. f1.uJeócccn.::> 

trm:aom 

CTUG:TAl 

~ • .i..r...n.uu.m. var. 

a.n..n.u:u.ro .. 

:.JALAPEÑO> 

~ • .i..r"n.uum. v:ir. 

e . .u'..ll.UUm. V.:l.r. 

,¡.l~ '\ .. (:~~~ u.lu.m. 

\l"IQUIH MCllCED> 

e"· 

. 
P. ue 

lB, 8 

.. p 

2.a:1 

O, CSl 

0.86 

O, BZ 

NDC" He" 

... •• 7 

o.aes o. oz3 o, azo .. 
.. 1. oz ~. ";'7 ... 

o • .n J.. p:;: 

o. 318 .. 2 • .¡z 

EXTRACCIOH cor.¡ Mo'itOll EN r1no 1 AOITACIOH 

... NO/O rESO seco; &=PRESENTE 

• C:;CA.l'Go\.ICINA; UDC=NOll.DUllDR.OCAPSAICIUA: nc=noMOCArS:AICIUA; 

DHC=Dl11IDROCAPSAICINA: HDC:llOMODllllDllOCAl'SAIClUA, 
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~lcrial bicl6gico. para el eslablecim.i~nlo de t.cJido c~llo::::;e 

t.n. vUtw'. y debido a que se iba a llevar a =abe el 

!;eguimicnt.c de ca.da une de los cul4-ivc::::;. ora ne::c::.a.ric 

partir de la ~crminac:i6n in. uU!t..o- de las :ocmill.::.s de est.a~ 

ezpecie::s 

!!:C?aradcs. 

En 

'l 

pr c·.·en1 .nn del 

manejar 

e.nsc del 

c~l li var 

la::; pla.nla:::; como ;.nd.:.·l'id".Jo~ 

chile> J~la.pcn:o, 

me.joradc ~~nólic.:..menlc !lamade 

J~rcchc, el cual hab1a sido t.ambiCn ac:endieionadc para lencr 

un allo porcent.aJe de ~crminaciOr .. 

Las =emilla:::; del chilo Habanero no recl.bieron ningún 

t...ipc de accndicionamicnlo. y la:; scmillz.s de Chi!t.ep1n 

fu~ron coloclada:. direclamcnle ::le fr•.Jles ::ecos. 

impcrla.ncia de la fuenle del malcrlal ve~elal radica en el 

hecho de que ledas sus caraclarlslica:::; sen definilivame:-ilc 

infl~enciadas por su origen y/o lralamienlo y las condiciones 

de cullivo Ln. vWo-, lo cual fue demostrado en lo:; rcsullados 

cbtenldos on la germinacl6n bajo condicione:::; a::oplicas en lo~ 

medios MSl y SHl . 

Como s~ obzarva en la Tabla XII el mayor ?Orcenla.Jc fue 

para las :::;emilla~ ac:cndicicnada~ del chile !nlaFc~c. le 

cual era le esperado; eslc:; valore:¡ fuer-:;r. del 'J3~,~ ~n el 

modio de c:".Jllivc MS1 y del 100!! en el :stil. Par;.. la::; semillas 

ne acondicionas del chile Habanero c:;t.e pcrcent..:..jz !"'uc del 

22!1. en el medio MSl y del 17!: en el :stil. micr.lra.:; que p;i.r.n el 

chll:? Chillepln se cbt.u•Jc 97~~ de ~crminación l.ant.o :?'n el 

ir.cdi e MS1 ::ome en ~l 8-11. 

El baje ~orcent..aje de gc:min&1.c.i.Cn corr·e:spcndicr,t.":? ;..l 

chile Habanero, en comparación al cbt.en1dc por Rcdr!.gu::?;: y 

R.:..mc~ 198e (85!0, fue prcbablemenle debido a que la::; :oemill~s 

utili;;:."l-:..1.::.s haCia.n sido ::onscrvad.:..:; por •.Jn pericdc de do~ .ni'tos 

en com:!iciones inadccu&1.da::::;. a.spzct.o qu::::: t.u·:o :n.:irca.da. 
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TABLA XII. PORCElfTA.JE DE GERMitlACIOH* DE SEMILLAS 

DE ~Q.fl<>lcum EH DIFERElfTES MEDIOS DE 

CULTIVO, 

ES?E::IE 

~ • ..UVwUi.un. var, ar...n.utun. 

(.J,U .. APEi'O> 

!Cl11LTErlN> 

IH~•ANIEaOl 

MEDI0 DE CVLTI'/0 

'""' 

PltlCACONDlClONANJENTO Y DESJNFEST.\.CJON SEOUtl LA 

TA.OLA X. 

º- o TCWPERATUllA Zd -t 2 C, J.NTENS:lDAD l..UNlNO~A :;:ooo L.U::":. 

o> MEDIO wuaASllJOE a. :;Kooa U'PCSZ) S'JN •COUl..ADORE::. 

DE CRECIMIENTO. 

b> MEDIO SllEHK a. llll..DCBaANDT (.1'172) SIN ltEOUL.\.DOaE3 

DE C5lEC1MlENTO. 
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ini'l'.Jen.::ia en 11 c::nt.amlr.aciCn <..!.!:: .!..:a.~ ~:;m.a::::; ba.:c -::::r.di::icnc::; 

<,n, uit.u. ya. q'.J.:! 1·ucrcn c::ot.as ::::oelTl..lll.:i.:: la.:; qu~ ¡::rc:::;crot.arcn e! 

n-..::..yor pcrc:ent.a..JC? ~e cont.amin.l.cicn (51:"~', .::::in r'3'::pc-:;to .:;,.l de 

Ja.lapei"ío C2.0~!) y al de Chilt.ep1n ('.?5~:.J. !.o cu.:;,.l t.a:nbién :;.e 

dcbic ,¡;.. :::i.uo ias ::::oemilla::; del -::hile Hab.:i.ncro no :-ecibieron 

n1ng·.:.:n "...ipo Ce a.condicionamient.o qu1mico. 

En cuant.o al chile Chilt.ep1n, es caract.erist.ico que la::. 

semilla::: de estos chiles present.en un bajo Porcent.aje de 

gcrnunac:1cn (0:0, sin embargo como ::e comprcbó en e:st.e 

trabajo y en el de Velá.;:quez Cl90S). Ó::;t.e pued~ ser 

increment.ado en gran proporción C57~' Tabla XII) cuando la::; 

semilla:; son ~ujet.as a remoJo con a.gua por uno o dos dia~ o 

en ~oluciOn ~cida con H
2
so

4 
0.9M, t.rat.~m!~nt.o::; ba:::a.dos en l.l. 

esca.rificaciOn de cubi~rt.a.s prot.ec• .. ora:::, que les sucede de 

11\ünera nat.ural a las semillas, ya ::¡ca por ¡:.cción en;:1mA.t.lcz.. 

dentro del t.ract.o digest.ivo de los pájaro~ que la::¡ con::::o~mcn; 

por la induc:clón de la germinaci6n ca.usada pcr io~ dif~rcnt.e~ 

rcg1mcncs de zcquia-humedad-::;cqu1a o por l.a. e:::¡c=.rificaciór. 

mccanica. de ~us cubiert.as prct.ect.oras CPicker:oglll, 19e'3; 

Ha.rtll\'1.n, 1980). 

En ol ca.:::o del chile Chil• ... epln el mét.odo de 

acondicionamiento aplicado fue la escarific;i.c16n con .\.cido, 

cuyo fin 1·ue el de pcrmeabili::ar zl t.egumcnt.o :te la sem.t.lla 

de t.a.l )'l'lanera. que permitiera el paso del agua al embrión y 

a::::;~imulara su germinación. Ot..ro aspect.o qu~ compru~ba aun m:;s 
el o!'ect.o del acondicionanú.ent.o sobre la germ.1naci6n, es el 

hecho de que aun cuando las semillas de Chllt.cpin fueron 

t.ot.al ment.e sil ve:::¡t.r e::; =ompar a.da::; con las de Habanero. la~ 

primera.::; prescnt.aron un mayor pcrcent..J..jc..· dobido l.:.. 

escarificación a que e::;t.u-..ie:ron =>u.jet.a:;, :ni::-nt.ras que las 

~egundas .J..l ne rec;.bir ningún • ... iFo de z...c:mCi=ionarru..cnt.:.: 

qu1m.1co pre::sent.aron lo:;; rn.tl.:: ba.jcs re::;ult.ado::o Ce .;crminaciór. 
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. C2Z"' y 17'0. Por ot.ro lado. aun cuando no =e reali=a.ron · 

Frucbas qulmica.:s para determ.in::..r ia. ·.·L4bili::1.:l.d de l.4:; 

semilla::;, 3C observó quo las de Ha.ban€ro presentaren un a.lt.e 

numero de semill::..s v::..na:::;:, la:; cu::i.los se cara.cter·iz..'.l..ron ¡::ior su 

aspecto i'isico rugoso y por ::;u coloraciCn mu:/ t~nue e :nu:,· 

ob~cura con re:pccto ..'.l..i re::;to de l~::; :emilla~. 

Pa.ra cumplir el objet.ivo de obtención de iineas 

ceiulares fue necesario pa.rtir de células ai:::;lad::..s, lo cu::..! 

implicó esta.blecer la.::; condiciones nutr-iciow::i.le:::; y de 

r:i?gula.dore~ de crecimiento donde :;e obtuviera.n i::i.s mejores 

cara.ctorist.ica:::; de crecimiento. de esta !'arma :o indujo L::i. 

germinación de las semillas de las tres especies tan~o en el 

medio de cultivo MS1 como en el SH1 y proscgui r el 

establecimiento de cultivos l.i'\. ulA/i.8, de tejido calloso y en 

susponsión en est.os medios de cult.ivo p~ra fin~imente elegir 

en cual dB ellos, se present.aban las ~u~pcn~ione: mas 

adocua.da:::; para la obtonción do c.t-lulas ai:ladas. E::; preci:;c; 

set'l:ala.r que los medios de cultivo y la conc~ntrac1Cn ce iu:::; 

reguladores de crecimiento usado~ on ~:;te trz.bajc fueron 

elogidos en ba:sc a e:::;tudios r~::..liz::i.do:: pr~v1a.ment..c pe: .. ~l 

grupo de t.ra.ba.Jo C'lclAzquez. 1988: Rcdrigue=. 1089: Rodr igucz 

J R&lmos,.198e), donde se probó 1::.. eficicnc1~ de lo:: mi:::;mc: ~n 

la inducción de crecimiento de tejido ca.llcso y cClula:s en 

suspensión on e::;t.as especies, con lo que ::.. su ·.e:: :.:;e cumpliC 

uno de los primero3 requisit.os est.ablecidos en la e::otr::..t.egia 

para la obtención de lineas pruductcra::; do mctabolitos 

secundarios desarrollada por Zenk. y col. en 1077 CFigura 3 

del punte 3.3.6.2.). 

s. 2 INDUCCION DE TEJIDO CALL0$0. 

Una ve:.: obtsinidas las pl:tnt.ula~ ::;e precedió a inducir 
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t.ejido callo~o a par~ir de explant.es de hipocct.ilo, para lo 

cual cada plAnt.ula rue marcada individualment.e con el rin de 

llev;ir ~ cabo su seQUimient.o. 

Cerno ya se dijo, cada cult.ivo provcnla de •.Jn único 

individuo, los cuales zc indujeron a par• .. ir de h1.pocot.ilc 

debido a que en ~xperiment.os ~n~eri~rc~ ::e 

comprcb6 que los callos f'ormado~ de cst.a p.ilrte de !.;.. plti.nt.•.Jl.ü. 

generaron t.ejidos mas rriables, en rr~nor tiempo y con 

act.i 01idad bio::::oint.ét.ica de cco.psaicinoi:lcs CVolázqucz, 1088), 

per lo cual est.::>s callos pre::;.ent.;Wan las carac~er:=~l=~s m!l.s 

a.decuad~:;; para ~st.abl ecer los cul +...i ·.-os en :o'.J::::;¡::cn:acn. Est.o=­

t'ragment..os r!Jeron sembrados en los medio:; de cuit.ivo MS2: e 

S'H2 dependiendo del medio de donde provcnian con el propOsi~o 

de cst.~blecer, cual de ellos era el apropiado para el 

est.ablecimien~o de lo~ cult.lvos cr1 suspen:oi!m y 1~ inducción 

de crecim.ient.o en ~6lulas aisladas. 

Er. los do:; medios probados hubo desarrollo de t.cjicJo 

calloso en el t.ranscurso de los primeros 1~ dias ~~ la~ t.res 

V.ilricdades, sin embargo cada uno prescnt.6 caract.erl:::ot.lca::::; 

part.iculars:. de creeimicnt.0 1 caler y friab!lidacJ. 

En la T.ilbla XIII :oe pre:oer.t.a en forma c•.Jalit.a~iva el 

efact.o del medio de cult.ivo. HS2 o 8-12 (cuya:; 

cempos1cione::::; se espec11·ican dent.ro de H~t.~rial.:-:; './ M6t.odo::;.), 

sobre la:.: e.:..rac+...erlst.ica:; merfol6gica:: de les =~lle:;; d~ 

est.os result.ado:o se puede =oncluir que par.il el chilo Jal~pef'lc 

ambo::; medios fuer::>n ade-=u;i.dos 4-ant.o par~ !.~ ol:t.~r1ei6n de 

c~llos friables como de buen crecimient.o; en cu.ilnt.o al chile 

Habanero, se ~b:oer·~a que present.C sus mejores earact.er!.::t.ica::;. 

t.ant.c de crecimicnt.o como de t'ri~bilidad en el medio t-'...82: por 

:;:u p.ilrt.e el chile Chilt.epln ~uve un =recimient.c muy lent.o en 

.ilmbos medios y presentó el mejor grado de friabilid~d en el 

medio SH2. 
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TABLA XIII. INDUCCION Y CRECIMIENTO CUALITATIVO DE 

TEJIDO CALLoso• A PARTIR DE EXPLANTES DE 

HIPOCOTILO DE LAS ESPECIES DE 'l:._,.,o/.<:um.. 

ESPECIE 

MEDIO DE 

CULTIVO 

, 
wsz 

CRll:CIMJENTO 

COLOR 

FltlADIL.lDAD 

~1ar. a..nn.ut.Un. 

CJALAPEiÍO) 

•L.AtlQUCCJUO 

t. lNDUCCION.: 15 

b 
SHZ 

caECIMJENTO 

COLOR •LANQUECINO 

FatA•tLIDAD 

e 
L ltlDUCCION .l~ 

'e. a.n..n.uu.m. 

·1ar. ,.;al~'\.Lt.Wculu.m. 

CCHILTEPUD 

CAFE CLARO 

15 

• TS.MPEaATURA zoº ~ Z~C¡ INTENSIDAD LUMINOSA 200(1 L.UK 

!EVALUADOS 3 SS.Mo\NAS DICSPUES DE LA RESIEWDJl.A;, 

al MEDIO WURASllIOE &. SkOOO ClPdZl <TADL.\ IX>. 

b> MEDIO SllENI' &. lllLDEDllANDT t.lP7Z> :To\DL.A IXl, 

C) TIEMPO DE INDUCCION EN DIAS • 

... .... ++i, ªª""ºº DE caECJW.lEUTO o FRl.t.DIL.IDAD DEL Co\L.L.O. 
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Como mencionan Yeoman y Ma.cleed en 1077, la formaci~n de 

teji~o calloso depende principalmente de laz condicione~ 

nut.ricionaie::o, de rcQuladores de crecimiento, ambientalcz y 

de la fuente del c~plante. por esta razon dentro del presente 

trabajo se tomaron en cuenta como pr 1 mera aproxima.c!On las 

candi ci ene:. de cul ti""º con el prop6si to de di ::;cernir cual es 

scrlan las m!&.s adecuadas para la lnducci6n de ~lenes. ya que 

tanto el callo como t'!ste coincl~en en gran parte en sus 

rcquerlm.ientos. Además :::e determinó el tiempo de inducción 

del tejido calloso para as! considerar en qua lapso s~ 

podrian generar los clones celulares. 

Aun cuando existen trabajos donde la obtención de lineas 

celulares productoras de metabolitos secundarle~. ::e ha hecho 

mediante la soparaci6n de pequen:as porciones de callo y ~u 

post.erior an~li:.1s cuant.itat.ivo de la produc~ion en cada ·.ina 

de ellas, resulta ser un método muy ineficiente. zobretodo 

cuando se trat.a de mctabolit.os no colorldos, debido a que 

dentro de los cultivos d.e calle:: ~e prezen._an :Jifsr·er.t.e:=i 

t.ipos celulares que difieren t.anto en sus car:i.ct.cristicas 

gcnét.icas como en su fa:¡o do crecim.1 ente, lo cual es causado 

a los gradlentes d.e concentrac!On tanto de nutrientes como de 

reguladores del crecimiento y de la lu.::: incidente <Yeoman 'J 

Haclcod, 1977). De esta manera es de e:;perar que un cul ti ·10 

generado de pequei"l'.as porciones de tejido calloso muestre una 

gran variabilidad morfol6gica pero sobretodo productor.a, 

complicándose ~s la sltuaci6n por la incempieta difusión del 

metabollto secundarlo al medio de cultivo en caso de ser 

liberado al medio. En base a es.to:;:; antecedente~ se optó por 

partir de cultivos en su~pen~16n dQnde la~ células al 

estar totalmente dlsper:;as permiten -::ibtcner !ir.cas c~lulz..re:; 

a part.lr de células ai::olada.:; medi¡¡.nte su c.1.onacien, 

disminuyendo con ello la vari¡.bllidad e:n lo. capacidad 
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biosintética. del cultivo. 

5. 3 EST ABLECI MI EtlTO DE CULTIVOS. EH SU!SPEllSI OH 

PARA LA OBTENCION DE CELULAS AISLADAS. 

9.3.1. SELECCION DEL MEDIO DE CULTIVO. 

El .::-::t.abl~:cim.l.entc de l:::>s culti.•1o:s en su::::;pon::::;i6n ::;e 

rea.11;:0 tanto cr. el medio Ms:'3 come en el SH.3 para. 

generaron cultivos c:::>n célula.::; tot.al mente libre::::; o pequef"fo~ 

agregado::::; c~lula.res disper~os que permitieron posteriormente 

obtener celulas aisladas. Para la olecci6n del medio de 

cultivo con ~l cual se con~inuaria. trabajando para el 

desarrollo d~ clones celulares. se tomaron como factores 

importan~es el grado de disgreg.:lbilida.d que tuviera. el 

cultivo y ei ~ama.no de los grumos qu~ present..:lba. dc::::;pucs Ocl 

creci. mi ente Clos cua.lC!S fu~ron Oct~rm.l.n.:..dos 

cualitativa.mente), ya que var·iablc~ fueron 

determinantes para contar con su::::;pensi:::>ncs con un alte 

porcentaje de colulas aisladas. 

Es ~mporta.nte :;:ef"ialar que etro de los factores tomados 

en cuen~a. fue 1 a vel oci da.d de cree! rr.i ent.o c~l ul ar, ~I aun 

cuando ninguno de ellos fue determinado cuant.itativ.:imentc, se 

pudo establecer mediante evaluac16n ·.risuai que pa.ra el chile 

Jalaperto las mejores cara.cteristicas tanto de 

di~gregabilidad, ta.maf"fo de grumo y ·:el:::>cidad de crecimiento 

::::;e apreciaron tan~o en oi modio de cul~ivo M!::3 como en el 

$H3, sin embargo durante la obtención de los clones no se 

prescnt.6 respuesta en el medio HS3, aun cuando se usaron 

colulas alimenta.dora::::; duran~e ia ir,ducc16n, por le que ::;e 

cptó por eliminarlo y continuar el resto de los experimentos 
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con el medio !::l-13 . 

. En el chile Chil~epin se observó que el medio de cullivo 

donde se obluvieron las suspen;j,icnes mas adecua.das p.:tra la. 

inducción de clones fue sl $H3, ya que con ós~e se ~uvieron 

cul~ivos con un la.mano de grumo más pequeno comparado con el 

que se t.uvo en el MS3, por olro lado, en c~lc ~llimo medie ~e 

presenló el problema de que los calles fueron m..".;.s compaclos y 

que lanlo los cullivos en medio semi:iOlido ccmc los de 

suspensión se lornaron ca.fó obscuro al final de su fase de 

crecimienlo, resultados que concuerdan con los cblcnldos por 

Vel~=quez (1988) y por Ramos Ci088) en esla mlsma especie. L~ 

pr~scncia de esla coloración parece sor dcbid~ a la slnlesls 

"./ o:ddación de fenolcs duranle e::~a fase de· crcclmienlo y no 

~.iinlo al envejecimienlo del mismo, ya que por un lado los 

aulores ai:ilerioras reporlan que la viabilidad duranle es~a 

raso no disminuyó, y por olro, ~l rescmbrarlcs volv1an a lomar 

~u color caf6-arnarillenlo "./ su cr~cimi.enlo no se veta a.fec~ado. 

En cuan~o al chile Habanero se delerm.inó que el mejor 

medio era el MS3, donde se obluvieron suspensicnes muy flnas 

en cuan~o al la.mano de grumo y con un buen grado de 

crecimienlo, lo cual lo posibili~aba la ob~ención de células 

aisla.das. 

5.3.2. SELECCION DEL ESTADO FISlOLOGICO DEL 

CULTIVO PARA LA OBTEHCIOH CELULAS 

AISLADAS. 

Aun cuando denlro de esle lrabajo no se realizaron 

cinélicac do crecimicnt.o en ninguna ·1ariedad, :oc ~ornaron en 

cuenla da.los preslablecidos y que fueron oblenidos bajo la:::; 

rru.:;;;m¡¡.s cendicionlZ"s de culli·1c CRamo::;, 1088; '.'cl~::que=, 1989). 

Er. promedio los cullivcs en su~pensi6n del chile Habanero y 
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del Jalapcfto alcanzaban la fase estacionaria entre los 14 y· 

18 dias despuc!!s de la resiembra, mientr·as que los del chile 

Chillcpln la alcanzaban hasta los 29 a 30 dias. Estos valores 

re3ultaron importantos porque para la obtención de células 

aisladas se usaron cultivos que se encontraban en la fase 

exponencial de!' crecimie?nlo. ya que como recalcan Conner Y 

Meredith C1984). es durante esta fase cuando las c~lulas 

puede?n soportar ciertas condiciones de stress, debido a que 

tienen todo su potencial metabóiico dirigido a la di ·J'!sión 

celular. De ~sta manera y en base a lo:: dalos reportados 

anteriormente. se e~tableci6 el rango dent~o del cual se iban 

a tomar los cultivos para la obtención de c~lula~ aisladas, 

correspondiendo éste a lo~ e a 8 dias despu6s de la última 

resiembra para l~ esp~ies Jalape"o y Habanero, y a los 8 a 

10 dlas para lo~ cultivos do Chi¡tepin. 

Una voz establecido C?l medio de cultivo para cada 

variedad y el periodo dontro del cual so iban a obtener las 

cltlulas ;.. plaquear, ~e procedió a llevar a cabo diferentes 

alternativas de plaqueo celular para de esta manera 

determinar en cual de olla:. se obtcnlan las mejores 

eficiencla~ de plaqueo. 

5,4. PLAQUEO CELULAR Y OBTEllCION DE 

CLONES CELULARES, 

Para el plaqueo celular se U:i:..rcn co:no inóculos 

aquellas :::.uspen::;iones cuyo número de r·csicmbra fuera menor 

que cinco. es decir, que? tuvieran menos de dos me:::.e~ y medio 

bajo condicione?s tn vllll.8, ya que cerno recalcan varios 

autores. entre los que sobresalen Ba:;li::::o::. C1973, 1080) y 

Mcins C1083), ias células bajo condiciones ln uU'14 sufren de 

un gran namero de variaciones geneticas y/o epigenét.icas 
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durante el t.ran:;curso del tiempo. las cualez redundan en la 

variabilidad de su capacidad biosint.ét.ica y por lo t.ant.o on 

su est.abi 1 idad. 

Por et.ro lado, como ya ze dijo ant.eriormcnt.e. las 

suspensiones que se plaqucaron fueron aquellas que so 

encontraban dent.ro de la fase logar1t.m1ca de crecimiento. ya 

que como ha sido senalado por varios autores entre los que 

dest.acan Reynoldz y Murashlge (1979) y Conne·r y MorecUt.h 

(1984.). es en est.a fase cuando las células t.ienen su mejor 

respcest.a de crec1m1ent.o ya que todos sus mecanismos 

bioquim1cos est.an dirigido~ a la proliferac16n ce1Ul3r; sin 

embargo est.o no siempre se cumple. se ha encont.rado que aun 

cuando las células e::>t.An preparadas para di·;.idirse ~e t.iene 

1 a probl emát.i ca en 1 a c61 ul a veget.al de que cuando est.an 

aisladas necesit.an mayore!:. requerim1ent.o5 nut.ricionales. de 

reguladores del crecim1ent.o y ambicnt.ales para responder a la 

proliferación de t.al form.a que es necesario considerar ademAs 

t.odos estos fact.orcs cuando el prop6sit.o final es la 

obt.enci6n de clones celulares. 

De hecho no existen sistemas vegetales en los qu~ no se 

haya nccesit.ado la aplicación do fact.orec e~~ernos para 

lograr inducir la divisi6n celular en c6lulas aisladas; entre 

les cuales so han in·..rest.igado fact.ores referidos a las 

condiciones ambient.ales (luz. t.emperat.ura, humedad). a las 

caract.eri~t.icas propias de las células Cmet.abolismo celulaf-. 

necesidad de agregación, grado de diferenciación, entre 

et.ros). a las caraet.erist.icas del medio de cultivo 

Cconcent.raci6n de los reguladores de crocimient.o, de las 

sales minerales, uso de compuest.os org.!micos) Y a 

determinadas cor1dicicnes que est.imulan el crecim1cnt.o celular 

Crr.cdio condicionado y células alimcnt.adcras), un breve 

resumen de ellas se presenta en la Tabla VI. 
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Para la obtenciOn de una suspensión compuesta.' 

princlpalmsinte de cc!tlulas aislad.il.s fue: neccsaric tz.mio::ar los 

cultivos, ya que generalmente e:;taban · ::::or.st!.tuidcs por una 

mezcla de diferentes tipos celul.il.res. lo~ cuales varian tanto 

en ~us dimensiones como en sus caracteristicas fisiolóQicas y 

genctica~. Oc esta forma, al tami;:ar se .il.Umcntaba la 

probabilidad de qua los clones obtanidos proveni.:i.n de una 

sola c&lula.. 

En base a la literatura. el mótodo de plaquco celular 

qua se raalizO primer.il.monte fue el de Incorporacion CFlgura. 

4..:i.. dentro de materiales y métodos), ::oin eh'tbargc como se 

mur.1:tra. en la Tabla XIV, no se obtuvieron r.:?sultado~ an 

ninguna de las tres variedades, lo cual se debió posiblemente 

al stress causado por la temperatura a la que estuvieron 

sujetas las células cuando se mezclaron con medio de cultivo 

a 35-37°c. Posteriormente y en base al mótodo establecido por 

Weber y L.il.rk en 1970, se lle'.f6 a cabo el plaqueo en caja~ 

petri de 9x2 cms. CFigura 4b dentro de m.ateriaio~ y m~todos), 

donde se aplicó el principio de las célula.:=> .il.limentador.il.s 

atrapadas en espuma. de poliuretano, ~in ch'tbargc en c~ta 

alternativa. tampoco se obtuvieron clones en ninguna variedad, 

lo cual se pudo deber a que en estos si.:::otcma~ el medio de 

cultivo liquido don do '"' encontraban la:;¡ c.tlul.il.:=> 

alimentadoras tu·10 una desecación drá.st..ica ~n un pcricd-::i de 

tiempo muy corto C7 d1as), a una temp~ratura de incubación de 

260 :¡:: aºc y a pesar de que las cajas petr1 se solla.ron con 

para.film. Cabe aclarar que esto mótodo tiene una. amplia 

aplicación con buenos resulta.do~, sin smbargo, en es~e 

trabajo no :;e pudo apreciar respuest..a debido posiblemente a 

las condicicnes ambientales en las cuales se incubaron estos 

si~temas Calta temperat..ura y baja humedad relativa), lo cual 

se vio reflejado en el hecho de que presentó una alta 
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TABLA XIV. NUMERO DE CLONES OBTENIDOS"" Y TIEMPO DE 

IND\JCCION EN CADA UNo DE LOS METOOOS DE 

PLAQUEO CELULAR USADOS EN LAS ESPECIES 

DE ~/l.fl.ói.cwn.. 

METOOO DE 

PLAC.UEOf 

a.. INCORPORACION 

b. 'WEBl:ll Y LA•IC 

NODIFJCADO 

c. 'WE8Ell Y LA.aK . 
MODIFICADO 

d.HORSCJI 

MODIF'IC.a..oo 

•• tlORSCll . 
MODIFICA.DO 

~ . .:i.nn.uu.m. var. 

(JALAPEÑO) 

16"/00 

RE~UE..c-r A 

Olo. CLOllES.'t. IllDl.'CCIOt-i'l) 

~·'IA.u..ocubun. 

C CHI L TEPI N) (HABANERO) 

o o 
TEMPEllATU1t.a. DE 2CI :!: ZI> e; INTENSIDAD LUMINOSA ~o LUX. 

() LOS Nr::TODOS SON ESQUEMATIZADOS EN LA FIOURA 4. 

g1 TIEMPO DE JNDUCCIOU EN DIAS 

• NO SE Pll0110. 
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e·,aporaciOn del medie de cult.ivo. · 

El t.ercor mdtt.odo de pl aqueo con~a st.i 6 en una 

mcdificación más del ant.erior, en la cual ::e adapt.~ron ca.jas 

pot.ri mAs pequenas. de 9 x 1. 5 cm. CFigura 4c dent.ro de 

Mat.criales y Mót.odos), que no perm.i.t.ieran una rá.pida 

evaporac10n del mcdlo de cult.ivo liquido, lo que a su ....-ez 

posibilit.aba. que las células plaquea.da=: t.uvieran 

disponibilidad da nut.rlcnt.es y reguladore!i del crecimient.o 

durant.e t.odo el t.lempo que neccsi t.aban para su inducción de 

desarrollo; f"uB" en est.e ml:!t.odo donde se emp~:;:aron a obt.ener 

result.ados po::»it.lvos, ya. que, como :oo puede ob::;ervar en la 

Tabla. XIV, se generaron 95 clones para el chile Jal.;;:i.pci"ío y 

:?515 para el Habanero, en un periodo de a di.;;:i.s para el primcrc 

y de 19 dias para el segundo. 

En el cu.ar t.o mét.odo de pl aqueo C Figura 4d) • que no f"ue 

rnlls qua una modificación del e=:t.ablecicJo por Horsch y Jones 

(1980), se lograron obt.ener mayor número de clcnes que en el 

mot.odo ant.erior, 1el4 para Ja.lapei"ío pero en un lapso de eo 
di as y 2:7 par a. Habanero en un per 1 odo de 79 di as , cabe 

~clarar que en est.e mét.odo no se usaron células 

aliment.adora.s, sino unicament.e medio de cult.ivo semis6lido. 

Est.os result.ados nos llevaron a concluir, por un lado que la 

especie Chilt.epin necesit.aba de mayores requer·imient.os 

nut.ricionales, ya que no se habla logr.;;:i.do en los mét.odos 

anteriores obt.ener clones, los que podrian ser dado!i por las 

células alimenta.dora=:, lo cual a su 'l'e'Z era de esperarse :ii 

se t.oma en cuent.a que los cul t.i vos ln. VL.t/W' de .:?st..a e~peci e 

t.enlan una velocidad especif"ica de crecim.i.ent.o muy baja~ y 

por el et.ro, se comprobó el ef"ect.o del uso do la!i colula:; 

al iment.adcras, ya que se disminuyó dr~st.lci::..m::?nt.e el t.iempo 

de inducción de los clones CcJe 60 a O dias para Ja.lapei"ío y de 

79 a 19 dias para Habanero). 
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~ETODO DE ~E3ER 1 LARK ~OJIFICADO* <CLO~:~S ~E 

Caosii.:l!m ~"·ar.~ JAL.--\?E:~O). 

f~[~·~T'~:,-····. 

w;~1tt: 

HETODO DE HORSCH MODIFICADO* (CLONES DE 

Capsicum ~ var. glabri,Jsculum (CHILTEPIN). 
9·9 

·~·~~ 
1 
1 



HETODO DE HORSCH MODIFICADO* Y DE HORSCH MODIFICADO 

(CLONES DE Capsicum ~ '."ar. glabriusculum y 

e~ cbioense). 

METODO DE HORSCH MODIFICADO* (CLONES DE 

g. ~ var. glabriusc{ái~) 



Tomando en cuenl.a la caracl.erisl.ica propia de los chiles 

piqui.nes, an cuilnt..o a su:;. requerimient..os paril qua una cl!:lulz.. 

aislada crecier;i., se 1mplemcnt..6 un quinto mét..odo (Figura 5e). 

donde se combinó t..anl.o la idea original de Horsch y Jonos 

c1g8Q) de usar medio de cult..ivo semi36lido, como la de Weber 

y Lark. C1979) de aplicar el efecl.c posi.t..ivo de las cólulas 

alimcnt..OJ.doras en soport..e de poliuret..ano, de e:::.t..a ~nera se 

lograron obt.ernor 137 clones para Jalapef'{o en 7 dias y 405 

pilril Chill.ep1n en 7 dias, respuesl.a que comprob6 la 

influencia qui:J l.icne el orlgen de la planl.il en lils 

caract.erisl.icas de los cult..ivos que de ella se desarrollen y 

la eficiencia del uso de células illimenl.adoras como 

promot.oras del crecimienl.o en célula:; ilislildas o con mayores 

necasidade!i en ~us condiciones de cull.i•:c, 

Como se ha venido mencionando .::. l"::J lar·go de est.c 

t..rabajo, exist..cn vario:¡ facl.ore~ cu:ra aplicilciOn induce la 

proliferaciOn cclulilr en c6lulas aisladil::, las cuilles siempre 

l.ienen requcrim.ient..os m.6.s esl.rict.os que lo:; agregado::> 

celulares. e~t..e efect..o ha permil.ido obt.cner un mayor numero 

de cienos a menor densidad cclulilr en Z.;:,a, m.a.y.!) C:Smil.h y col .• 

1984) y .KLc..Uan.a- ~a.cu.m CRavch y col., 1973). En l;:i.s 

especie~ de ~a.f).-!)icu.m. ilqui esl.udiadas se demo~l.rO la cficienciil 

dei uso de células aliment..adoras l.ilnl.o para la inducci6n de 

divi:;i6n en células ilisladas como para disminuir el l.iempo de 

su obt..enc.i6n. En el caso dei chile Jalapef'to y el Hilbanero se 

puede observar en la Tilbla XIV que fueron las especies que 

respondieron m.As rApidamenl.e al plaqueo celular y sobrel.odo 

quB fueron las quo presenl.aron menores rcquerimicnl.os, 

mient..ras que el chile Chil l.epin neccsi t..6 de má::i fa.el.ore:: 

e:.ct.ornos para poder desarrollarse. 

Par;:;.. el chile Habanero se puede ilpreciz..r en lil mi::;ma 

Tabla, que fue la especie donde el efect.c de las células 
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alimentadoras se hizo t.ot.alment.e· .,,isible, ya que fue con su 

uso donde se obtuvo el mayor numero deo clone::; en el menor 

tiempo, lo cual correspondi6 a 399 clone:; en un lapso de 

inducción do 19 dias, mientras quo con s6lo ln capa de m~dio 

de cult.ivo :;emi:::;olido se geoneoraron 27 clone:. en 75 din:;, lo 

que vino a ser aprox!ma.dament.e 13 vece-~ meno~ que con el uso 

de la células aliment.adoras; por et.ro lado se observ6 que 

durant.e los 7S dias de tiempo de inducción se t.uvo la 

proble~tica de desecaci6n del medio sem.isólido, lo que 

originó la necesidad de llevar a cabo resiembras quincenales 

en estos sistemas. 

En cuant.o a la especie Jalapano, como se observa en la 

Tabla XIV, no se encontraron diferencias significat.ivas con y 

sin el u:¡o de células alimentadoras en la obtención de 

clones, ya que el número de clones en cada mót..odo fue muy 

semojant.e C55 clones en el método de Weber y Lark modificado". 

104 en el mét.odo de Horsch modificado y 137 por el método de 

Horsch modificado"), sin embargo si se aprecinn diferencia~ 
en cuanto al tiempo de inducción , ya que en el cnso del u~c 

de células alimentadoras Cm~t.odos de Weber y Lark modificado" 

y de Horsch modificado•) 6st.e correospondió a 7-0 dia~. 
mientras que cuando no se u::aron Cmét.odo de Horsch 

madi f i cado) el tiempo de obt..enci ón de el enes llegó a :;er de 

eo di as. pará.met..ro que comprob6 el efecto posit.ivo qu::? 1..iencn 

la:s células alimentadoras en la inducci6n de crccimient.o 

ceiular en células aisladas. 

Pasando ahora al chile Chiltepin ·se comprobó claramente 

la necesidad del uso de factores eoxt..eornos que ayudaran a la 

proliferaci6n celuiar, ya que como se observa en la Tabla XIV, 

est..a especie sólo respondió al método do Horsch modificado", 

donde- por un lado se t..uvieoron !os efectos nut..ricionales del 

medio de cultivo semisólida Cya sea MS2 o SH2) y por el et.re 
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el efect.o posit.ivo de las c~lulas alimentadoras at.rapadas en 

la espuma de poliuret.ano: cabe aclarar que en est.e método se 

encont.ró que ei uso de la capa semisólida. que se encont.raba 

en ia. parte rn.:a.s in:ferior dol sist.ema s1rvi6 como aliment.o a 

las células al imentadora.s, ya que se observó que cst.as 

proli:feraban despuós de aproximadamcnt.c 15 dia.:::. lo cual no 

represent6 ninguna. problemática porque el ticmpc;> de inducción 

de clones de 2 a 3 nun en est.e mét9do fue de 7 dias, periodo 

en el cua.l no habia contact.o entre las células alimentadoras 

y el papel donde se encontraban la:i cl!-lulas plaqucadas, por 

lo que se det.erminó resembrar este papel cada 8 dias en un 

nuevo si::tema. 

Resumiendo, en este trabajo se logra.ron obtener- un t.ot.al 

de 356 clones para al chile Ja.lapeMo mediante los mótodos de .. 
Weber y Lark modificado • de Horsch modificado y de Horsch 

modificadolt Clos cuales son especi:ficados dentro de> 

mat.erialcs y métodos), 409 para el chile Chiltep1n generadas 

por el mátodo de Horsch modificadolt. y 392: para la especie 

Habanero result.ant.es da los método::: de Weber y La.rk 

modi:ficado* y Horsch modificado. 

De acuerdo a los resulta.dos obtcnidcs en est.c t.rabajo en 

cuant.o a número de clones obt.cnidos por cad'"'- molado de 

plaqueo y en cada variedad, se puede conciuir que los mé~odos 

mas adecuados de manera global para la::: t1es variedades de 

~Q.(l.ól...-u..m. esludi adas, son aquellos donde se hace u:;¡o del 

cfect.o de la::. células aliment.adoras en medio de cult.ivo 

liquido, lo que a su vez correspondió a los métodos donde se 

us6 espuma de poliurat.ano como .soport.c de las mismas. Est.os 

rcsult.ados concordaron a su vez con los obtenidos por Conner 

y Meredith (1994), quienes t.rabajando con diferent.es especies 

del género .Kic4tia.na. observaron que las células plaqueadas 

sobre ':!Ooport.e de poli ur et.ano conteniendo células 
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alimentadoras presentaron mayores velocidades do crecimiento 

que aquellas qu~ se encontraban sobre medio de cultivo 

sen;ts6lido. Esta re$puest.:i. pudo haber ~ido cau~ada a que on 

est.o:.; sistemas las células alimentadoras f'ueron 

atrapad.:i.s dentro d~ la espuma de poliuretano. factor que de 

acuerdo a Llndsey y Yeoman C1993) provoca que la~ células se 

mantengan durante más tiempo en el estado fisiológico en el 

cual se encontraban cuando fueron atrapadas, de es.la 

manera es facllblc atribuir la mayor r·c:;puc~ta de ezto::; 

métodos al hecho de que al haber atrapado l.:i.~ célula~ durante 

su fase exponencial de crecimi cnlo ::;e prc·:ocó que 

permanecieran mayor t.iempo en est.c perlado './ por lo t.anto 

hubiera una mayor bios!nt.esi~ de su:::t.ancia.!:' pr-;:Jmcl.oras del 

cree! m.icnt.o. la::: cuales al estar dcnt.r-o de un medio de 

cult.1vo se difundieron e indujeron una rcsp~esta ~s r~pida 

en las células aisladas. ya que fue en cst.o~ método~ CWcber y 

Lark modlf'icado• y Horsch modificadoM) donde se encontró una 

mayor velocidad de crecimiento comparado con la~ obtenidas en 

células creclendo sobre medio semi~6lidc. Por otro lado. 

existen et.ros !'actores quC!' pudieron haber causado la 

respuesta anterior. tales como: a) ex.i::;te una difusión de 

nutrientes y otros elementos propios de las c6lulas 

alimentadoras mucho mA~ r.:ipida a t.ra.vés dol medio liquido 

donde estaba la espuma de poliuretano que dontro del medio 

semi z6l ido: b) es po:;ible que sust.anciaz t.6xica:o o 

inhibidoras del crecimiento producida~ por la~ célula~ 

vegetales sean difundlda5 en ~cntido contrario a l~~ c6lula~ 

plaqueadas a una velccid.:id maycr dentro del soport.e dc­

poll uret.ano que a t.ravés del medio scmi:.i6lido; :::) exi~t.e la 

posibilidad de- que el gel Cen este caso gclritc) presente 

ccmpue:.t.os que inhiban el crcc.1.mient.o, e 1.ncluso imp~rcz.as 

que lnflu:,tan en la obt.enci6n de células ~.-ariantes. dar.de el 
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control nulricional es muy importante; d) el gel presenta el 

problema de generar stress osmótico; ~) e::. posibl~ que los 

nutrient.cs ::;can adsorbidos sobre las superf'ic:ic:::a coloidales 

del gel. lo cual dif'iculta la toma do los mismos por parte 

de las células vegetales, adem.á.s de que se llene que 

consider·ar que el papel f'i l lro sobre el cual se plaquearon 

las células repres~nló una barrera mAs en la obtención de los 

nutrienlez, y f') el problema de peca humedad disponible para 

las células en los sistemas con medio ::;cm1s611do y papel 

f'iltro, ya que se observó que conf'ormc pasaba el tiempo :;;e 

presentaba más desecación en estos culljvos. 

De esta f'orm.a. los sistemas que hacen uso de soportes de 

poliuretano p~rmiten .:i.dcmás el empleo de medio i::ond1c.ionado, 

de células alimcntadora:::a o de realizar c:::aludios de ::;elecc16n 

de variantes bajo condiciones nutrii::ionalez especlf'ic.:i.s 

CMeredilh, 1983), ademAs de que su manejo es mucho menos 

problcmj,t1co si :::ae compara con otros soportes donde ~e 

presentan las desventajas de ::.:ol ubi 1i::::aci6n de 

microeiemcnlos o del m.ar1ejo de equipo especializ¿do CConncr y 

Merodith, 1984). 

Cabe mencionar que en el caso del chiio Chillepln si se 

obtuvler-on clones en los métodos de Weber y Lark modif'icadollf 

y de Horsch modificado, las cuales f'ueron 7 para el primero y 

3 para el segundo, sin embargo estos sólo se lomaron en 

cuent.a para obtener las eflciencias de plaqueo. 

otro aspei::t.o que resui ta 1 mporlanle dest.2..car en este 

punto de respuesta a los métodos de plaqueo, es el hecho de 

la inf'lucncia del origen del m.a~erial vegetal. Como ya so ha 

mencion.:i.do anteriormente, existe una marcada relai::ión entre 

el origen y/o condiciones de cuit.ivo de una es~ccic con la 

respuest.a de la mi:;.ma .:i. l.:i.~ condtciones U\. uU.'lC', lo cu.;.! fue 

demostrado durant.e el plaqueo celular. De manera globz.l :::ae 
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puedo concluir que los resultados estuvieron de acuerdo a lo' 

esporado, ya que como se observa en la Tabla XIV, la e~pecie 

quo prescnt.ó me.jor respuest.a en cuant.o ·a t.icmpo de inducción 

y tipo de plaqueo fue JalapeMo, cuya semillas prcven1an da un 

cultivar mejorado, ol cual hab1a tonido un buen desarrollo en 

cultivo i..n. uÜ/14 y una alt.a velocidad de crecimicnt.o CRamos, 

C1908); la especie que le siguió fue Habanero, que aun 

cuando gonoró m:..s clones tambi~n requirió de rn.:ts tiempo y, 

por último el chi 1 e Chi l t.cpl n qua fue el que presentó más 

problemas para la obt.ención de clone~, fue a su vez obtenido 

de cultivos silvestres qua no habian t.enido ningún t.ipo de 

acondicionamient.o artificial en sus ~emillas. 

5,4.1. ANALISIS COMPARATIVO DE LA EFICIENCIA 

DE PLAQUEO OBTENIDA EN CADA UNO DE LOS 

METODOS DE PLAQUEO CELULAR EN LAS 

ESPECIES DE 'lla.rwú::'turl.. 

En la Figura e s~ presentan les re~ultados de 

eficiencia de plaqueo obtenidos an cada una de las variedades 

de ~Clf\Olcu.m. y en cada uno de los métodos de plaqueo usados. 

Como se puede observar p~ra la espacie Jala.peno CGr~fica 

1, Fi.gura 6) con el método de Weber y Lark mcdlficadc.:i"' las 

eficiencias de plaqueo ~ólo variaron en un rango de 4. 22Y. a 

e. 46~" sin present.arse diferencias significativas a lo largo 

de las concentraciones probadas, sin embargo so puede 

observar que con el monor número de células (350) ~e tuvo la 

mayor eficiencia de plaqueo, lo que remarca el efecto de las 

c~lulas alimentadoras ya que como menciona Bergmann C1960), 

su uso permite reducir la densidad celular necesit.ada para la 

inducción de división celular en células aisladas y por lo 

tanto se reduce el problema de ccalici6n celular. Con 
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respecto al mólodo de Horsch modiricado, donde no hubo 

células ali~nt.adoras, se observa que las ericiencias de 

plaqueo rueron menores que las anleriores, variando dq 2.00% 

il 3. 5$~, com.porlá.ndosc de igual manera en lodit.:$ las 

concentraciones probadas. Par-a 

modiricado.. las ericiencias 

el 

de 

mólodo 

plaqueo 

de Hor-sch 

presenlar-on 

direrencias signiricat.ivas en el punlo de m.:iyor- conccnt.r&i.ci6n 

celular C 1600 células), ya que como se puede apr-eci ar en 1 a 

Figura O CGrá.rica 1), los resullados variaron de 4.17% a 

13.04%, cor-respondiendo est.e úllimo a la m.:iyor- ccncenlraci6n 

ceiular- probada C1000 c6lulas). De oslo~ resullados y en base 

a los rines perseguidos, es decir- a la obtención de clones, 

se puede part.icular-izar- que par-a esla e~pecie el mejor- mólodo 

de plaqueo rue el de Websr y Lar-k modiricadoN CF"igura 4c 

denlro do mat.er-iales y mélodos).- ya que per-mili6 obt.cner- un 

mayor numero de clones a una menor concenlr-ación celular, 

lo que aumenl6 la probabilidad de par-lir- de células 

aisladas. Aun cuando en el mélodo de Hor-sch modiricadoN se 

obluvo una alt.a ericiencia de plaqueo, eslo no r-esult.a del 
( 

lodo adecuado debido a que cor-responde a la mayor- densidad 

celular, lo cual causa la gran diricult.ad lécnica de la 

separación de las mismas y por ende, no so asegur&i. el 

ai sl ami cnt.o de el enes. 

Para Habariero , como ya se mencionó, los m6lodos donde 

se obt.uvieron clones rueron en el de Weber· y Lar-k modiricado• 

y en el de Horsch modiricado*o como se puede apreciar- en la 

Figura 6 CGr,á.rica 2), en el primero de ellos ruc donde se 

lograron obt.ener las ericicncias de pl&i.queo má~ alt.as, 

variando enlrc ?. 40:~ a 10. 80!~. en est.a especie y al igual que 

en J&i.lapcno el valor- más allo en est.e rnét.odo correspondió a 

la menor- concentración celular- C700 células), lo cual resull6 

ravor-ecedor para el objet.ivo planleado; en el segundo de 
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eslos mólodos las efici~ncias estuvieron dentro del rango de 

O. u:i:-: a O. ei~-:. ·.-al ores que aumentaban conforme se aumentaba 

el número de cClul.;).~ plaqueadas. Con eslo::; re=oullado::; se 

puede concluir que para esla especie el mélodo IM.s adecuado 

para la obtención de clones fue el de Weber y Lark 

modi.ficado•, donde el uso de c6lulas alimentadoras .favoreció 

la obtención de clones a partir de bajas densidades celulares. 

Para chile Chil lepin CF'igura ".'• Grii..fica 3), los m6lodos 

donde se obtuvieron clones .fueron en el de Weber y Lark 

modi.ficado•, en el de Horsch modi.ficado y en el de Horsch 

modi.ficado•; en el primero de ellos el núm~ro lolal de clones 

oblonidos .fue de 7, y las e.fici~ncias de plaquoo 

correspondientes variaron de O .. O-/. a 3. 9f3:~. siondo del O. 0%: 

para la~ primeras concenlra~ioncs celulares y del 3.oe% para 

las má.s altas. lo cual provocó la eliminación de ~:::le método 

para la oblc:tnción de clones; ·en el caso del método de Horsch 

modi.ficado se obtuvieron sólo 3 clones y las e.ficioncias de 

plaqueo .fueron muy pcqueftas e d9l 0.0% al 0.34Y.>, por lo que 

no sirvió para los .fines persegu~dos. En el ~llimo mélodo, el 

de Horsch modi.ficado•, .fue donde se consiguió el mayor n~mero 
de clones y las mayores e.ficiencias de plaqueo Cdel 3.21~ al 

4. 03'9...0, las cuales no variaron a lo largo de la:¡ 

concentraciones celularl!l's trabajadas, lo que implica que se 

pueden usar bajas densidades celulares con buenos resultados 

er. el numero de el one:s obt.eni do. 

De estos resul lados se puede concluir que el mélcdo de 

Wcbor y Lark modi.ficado• para las especies JalapcMo y 

Habanero, y el de Horsch mod.i.ficado• para Chil lepin • .fueron 

los má.~ adecuados en la obtención de clones, ya que 

permitieron oblaner las má.s altas c.ficiencia~ de plaquco a 

las menor-es cencenlraciones celulares, evitando con e$lo la 

posibilidad de coalición enlre c~lulas adyacentes durante el 
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crocimionlo de las mismas. 

-E:; ncce:::;ario aclarar que las oficioncia::. de plaquco 

fuaron d~l~rm!nada.s después de un mes da haber3e realizado el 

plaqu~o celular, debido a qu~ pasado esle lapso de licmpo ya 

no se observo la formación de clon~s nuovos. 

En gcrnera.l, cól ul.a.~ vegelal e::; aisladas o pequenos 

agrogados celulares no crecen abajo de dcnsldades celulares 

de 103 o 10
4 

células por núlilllro. concenlraci6n que es muy 

~lla si se inlcnla oblener clones celulares con alguna 

caraclerlslica en parllcular C Horsch, 1984): sin embargo se 

han logrado obtener l!l'flclcncias de pl.aqueo muy altas usando 

bajas densidades celulares mediante ~l uso do células 

alimcnladoras, de esla manera se han obt.enidc eficiencia~ dol 

ardan del 50 al 100!~ lanlo on proloplaslos como on células 

aislada::; de .KLc.,,.tiana ~a.cum. CNagala y T.:..kcbo, 1'.J71; Ra'.•ch y 

col, 1973; Logcmann y Bergmann. 1974; Cc::lla y Galun, 1080; 

Thumann y col, 1087; Erinberg y col., 1088), del 56~: para 

células de .C.ea. m.c.11.:i C!S.m..ilh y col .• 1884) y del 55 al 89~~ para 

c~lulas de !XQ.fÚ4fUJ.{l.{l.U~ ~~ CHorsch y Jcnes. 1980), 

porc:cnlajes que variaron de acuerdo a las condiciones de 

inoculación. de incubación y de la densidad c:clularo en 

c:uanlo al gónero ~a,n..~l....""unL, Dlaz y col. (1989) obluvicron 

efic:ienr.:iils de plaqueo del orden del 19. O~" al 26.0!~ en 

proloplast.os de ~. a.N'l.UUl1't. y ~. ~e mediante el mólodo de 

Incorporación en medio di!' c:ullivo Kao y Michaylul.:, 1975~ 

analizando los resullados oblenidos en las variedades 

esludiadas donlro de esle lrabajo se puede observar que el 

valor más al lo c:orrespondiO al 13. 04~ para JalapeM'o, al 

10.00:-: pa.ra Habanero y al 4.03'1. para Chillcpln, lo cual 

resalla la necesidad de realizar e::;ludios que permilan 

aumenlar cst.os valeres, los cuales deberi.a.n cncM-minarse 

princ:ipalmonle al erigen del c:ullivo, a las c:ondicior.cs lanlo 
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nut.ricion::iles COJ'DCI hormona.le:¡ del medio de cult.ivo y a las 

condiciones ambicnt.alas. ya qua como mencion;:i.n Diaz y col 

(1988), exist.en marcadas evidencias de que las c~pecies y aun 

!a::¡ varlcdades de una misma especie difieren en :s.u:; 

requerimicnt.os para la obt.enc16n de clones. Por et.ro lado. 

Salgado-Garcigli~ (comunicación personal) concluyó en su 

t.rabajo para la oblención de células de ~. a..r...n.~u.m cv. Serrano 

Tampiquef'fo 74 resist.ent.~s a la p-~luorofcnilalanina que aun 

cuando encont.r6 alt.as cCiciencias d~ plaquco C9S-/..:l t.ambién 

ob~erv6 el problema de quo las células no crcclan a bajas 

densidades celulares. 

5. 5 SELECCION PRIMARIA DE CLONES PRODUCTORES DE CAPS. 

Una de las principales diflcullades al int.cnlar mejorar 

la capacidad biosint.élica de? las células mediant.e la 

selec:cl6n de? cul t.i vos celular e::. Ln. uü.'1.4 es l~ necesidad de 

!levar ~cabe un~ est.imación cuanl!t.~t.1..-a de 1.1 t--:-cduct.i·l'idad 

en cada uno de los clones a prcbzi.r. que en la rnayor.1¡;,. de los 

casos rcpresent.an un gran nCmero; e:: por c~Lu ra::ón que la 

mayor part.e de los eA-perimcnt.os d~ ~elección se han rczi.li::ado 

con melabollt.os secundarios facilment.c d~t.ect.abl~s. t.al como 

sucede con los pigmcnt.os Canloc1anina~. carolcnoides y 

naft.oquinonas. pr inci p;:i.l menlc): sin embargo. zi.ct.ua!menl.c se 

ha inlent.ado la selección en melabolit.os incoloros. para lo 

que se han t.enido que idear mét.odos rápidos que permit.an la 

cuant.ificaclón en un gran nC:mcro de cienes y en el menor 

t.iempo posible. De est.a manera •. Zenk y col. (1077) aplicaron 

radloinmunoensayo para la det.crm!nac16n cuant.it.at.iva de 

serpenlina y ajmalicina en clones de l:. '1.4::).~; aun cuando 

est.c mót.odo permitió un análi~is er!cient.c de pcquef'fa~ 

canlidades de est.os compuest.os. t.ambién r~quiri6 de la 
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preparación de la~ muestras y del uso de anticuerpos· 

especlficos, los cuales muchas veces son dificiles de obtener 

para un compuesto determinado: de lo. anterior rc::-.ai la la 

necesidad de contar con método~ de cuantificación que ~can de 

fácil ejecución, rá.pidos y confiables. Tcrn.:lndo en cuenta lo 

anterior, Ogino y· col. idearon en 1079 el mólodo del 

"aplastado celular'', el cual le= permitió hacer un.1 c-;;.timación 

grue:.a del co11lenido de nicotina en clone~ obtc::-nido!:> de 

su:.pcn~iones de .. t'i<;.JUG..l'w. tMa..cum., y por lo tanl.o :iir-·.-ió como 

un mólodo de selección primaria par·a clcne:o con all::.s 

producciones. Tomando en cuenta el principio medular de e~l.1 

lécni ca, se e:slabl cci ó ~n ol presente trabajo un.1 mctodol ogl a 

para llevar a cabo la selección primaria de lo~ clones 

obtenido~ en !aj especies de Jalapeno, Chiltepin y Habanero. 

de acuerdo a su capacidad biosinlética de capsaicinoides. 

Dentro de esta melodol ogi a se aprovechó por un 1 ado 1 a 

caracleristica propia de los CAPS de ser melabolilo~ que ~on 

liberados al medio de cultlvo, y por el otro de que 

reaccionan con el reactivo de Glbbs con una sensibilidad del 

0.1:-;: CGovindarajan, 1987). La reacción del reactivo de Gibbs 

C 2, e, di el oro-p-ben::oqui nona-4-cl oroi mina) es e:-;pecl f i ca para 

lodos los alcohole~ p-hidroxibencllicos, cuy.:.. fórrnula gcncrLLl 

esta constituida por un grupo hidrc,;xJlica fenólico libre y 

por un grupo hidró:x.ilo bcnclllc:> libre en po~ición í.:iara 

Cunidad guayacil), do tal forma que en pre:::cnci~ de unLL 

solución alcalina di!! pH 9.6 se provoca el rompimicnto de la 

cadena lateral con l.1 consiguiente f"armacién de un Indofenol 

col or·ido C azul): 
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REACTIVO DE GIBBS 

R 1 -C-R 11 + HCl 
11 
o 

R • H 

R' ,R' 1 •.\RlL o ALQUIL 

cst.a met.odolog1.o. 

est.ablec:16 inducir el crccimienlo da t.ejidc calloso de los 

el oncs cbt.enidcs 1 ncub.6.ndolos en mcdi o ;;cmisól ldo y :.:obre 

papel f'ilt.ro. de t.al f'orma que est.uvieran en ccnLact.o con ~l 

durant.e un pcriodc de 30 dias. pasado el cuo.l se procedió a 

dclcrminar de manera cualit.at.iva el cent.anido de CAPS 

ad~orbido en el papel f'ilt.ro, donde el lama.Ro de poro se vi6 

disminuido al c::.;t.ar en cont.act..o con el .agar. La t.écnica que 

se u~6 para la det.erminac16n de CAPS en el papel f'ilt.ro f'ua 

una ;-.i.dapt.aci6n de la est.ablecida por Rajpoot. y Govindarajan 

CHlSD. 

Es necesario mencionar que para det.crminar que t.écnica 

se iba a ut.ilizar para cuant.if'icar los CAPS present.os en ol 

papel, se hicieron adapt.aciones a lo~ mét.odos de Gibbs 

est.ablecidos por Joint. Cotrunit.t.ccs of t.he Pharmaccut.ical 

$ociet.y and t.hc Societ.y for Anal)•t.ical Chemi:st.ry on Mct.hods 

of Assa.y of Crudc Drug~ C19e4.), al e::;;t.ablecido por Pank.ar y 

Maga.r Cl977) y por Ra.jpoot. y Govindaraja.n Cl081) usando como 

st.a.ndars soluciones de Capsa.i.cina. CSigrr...:i. 08'-'): de los 

rcsult.a.dos obt.enidos se concluyó que el que pre:;;cnt.6 las 

mejores c.:i.ract.crist.icas fue el de Rajpoot. y Go•1ind.:i.ra.j:i.n 

(1991), ya que los et.res result.;-.i.r·on ser muy l~boriosos, con 

una pct;rc rcproducibilid.:i.d y scbr~t.odo ccn una muy baja. 
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sensibilidad, debido principalmen~e a la interferencia dQ los 

solventes usado:s Cmetanol. cloroformo y acet.ona) durante la 

reacción de los CAPS con el reactivo de Gibbs. 

Una vez est.ablecida la met.odologia de determinación 

cuali t.at.iva y en punto de los CAPS. se procedió a definir 

cuat..ro marca:s cual i t.ati va::; do acuerdo a la i nten:.idad de 

color a=ul desarrollado por diferentes concentraciones de una 

solución st.andard de capsaicina (Sigma 99:0, est.ableci6ndose 

las siguient.es: 

HARCA COLOR 

CAZUL) 

MUY LEVE 

LEVE 

aEaULAll 

llUCJ.IA. 

CAllTIDAD DE CAPSAICINA 

Cµgo;) 

:a." A ::;o 

00 A 100 

100 A. 150 

1:;0 

Con el prop6sit.o de validar que a mayor cantidad de CAPS 

mayor int.cnsidad de color, se dct.erminó encont.rar c?l grado de 

correlación entre est.os dos parámet.ros, para lo cual :;e 

estudió el efect.o de di'f'erente:; concentracionc5 de ::;olución 

st.andard de capsaicina ~obre la t.ransmit.ancia obt.cr,ida a 615 

nm, cabe aclarar que la det.erminación de capsaicina ::;e 

realizó en papel filt.ro y de manera punt.ual debido a que era 

as1 como se iba a det.erminar en los clonC?s, y resul t.aba 

necesario observar :.i e:dstia algún Lipo de int.erfercncia por 

part.e de los mi::omos, del papel o de los reactivo~. En la 

Figura 7 ::;e pre::oent.a la gráfica rC?sult.~nt.a. doridc ~e ob::;erv.ü. 

que ::;o obtuvo un alt.o '!'actor de correlación Cr=-0. OCO) entr·e 

la cnnt.idad de cap::oaicina y la int.en~idad d~ color LJbt.enido. 
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Por olro lado. y t.;:unbi6'n para cont"ir·mar la ef"icacia de· 

esle método para delorm.inar CAPS se llevaror1 a cabo prueba::: 

con et.ros compuestos int.ermedios de la rula de biosintc~is 

de esto~ melabolilos, las cualc3 se hicieron t.anlo de m;a.ncra 

puntual como en crorna.tografia en papel "./ en capa f"ina. 

donde se correlacionaron lo::; Rf"•s de cada compuesto con el 

del ~tand.J.rd de capsai ci na y :;e ob::oervó la col oraci é:n que 

pre::oent.aron ~1 reaccionar con el re~ctivo de Gibbs. Ro::opccto 

a e::;le úllimo punlo (dalos no reporlados), se observó que de 

lo::; compuestos probados el único que desarrollo un color azul 

f"ue la capsaicina, ya que el Acido cumArico, el ~cido ca~eico 

y ia vainillina presentaron un color caf"é, m.ienlras que el 

á.cido ~erúlico mostró primero un color azul pero que 

posteriormente se tornó caf"éo , estos resultados. no=o parm.itcn 

concluir que la reacclón ent.re ei reactivo de Gibbs y io::o 

CAPS no presentó problemas de interf"eroncia re::;pccto a los 

pracursores aqui probados. sin embargo no hay que olvidar qua 

dentro de la ruta biosintét.ica de los CAPS :::::tlslcn :;;ccuencia::o 

que no han sido dilucidadas, lal come el pa~o de vainillina a 

vainillilam.ina, que en un momont.o dado podrian intcrf"er·ir en 

ia reacción, En cuanlo a las pruebas cromatogr!i.f"ica::;, se 

observó que por un lado, lant.o ios prccurscre::o como la 

capsaicin:i t.uvieron dif"ercntos Rf"•s, y por el olro qua en 

las pruebas donde se usaron extraclos de cuilivo~ an 

suspensión de las lres especies est.udiadas, no ~e prasentaron 

compueslos intcrmadio3 en las placas cromalográf"icas. De 

todos e~tos result~dos se eslableció que el reactivo de Gibbs 

f"ua muy ~cnsiblc para la detacción da los CAPS, pero que hay 

que tomar an cucnla que esta::; pruebas correspondieron an su 

mayoria a ::ooluciones standard y que por lo t..ant.o cuando se 

usaron cult.ivos es posibia que se prescnlaran inler~erencias 

por presencia de ::;uslancias grasas o coioranles. 
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5. 6 SELECCION SECUNDARIA DE CLOffES PRODUCTORES DE CAPS. 

Cabe aclarar que se det.ermin6 llevar a cabo la selección 

secundaria por varias razones: a) ya se dijo .:i.nt.criorment.c 

que aun el.lande el react.ivo de Gibbs es zcnsiblc a la 

dct.ecci6n de lo~ CAPS, t.ambién prc~ent.,¡¡, problc.m.1:::; de 

int.erf~rcncia, b) la ~elacci6n pri~ria f~c ~nic.:i.menlc 

cualilat.iva y de desearle de un gran númcr~ de cienes. y e) 

en el caso del uso indu!jt.rial de lineas cclular'3s allament.c: 

product.oras rcsult.a muchc más adecuado. desde un punt.o de 

vist.a biot.ecnol6gico, U!>ar cult.ivos en :::;uspcnsi6n. 

En las Figuras 8, 9 y 10 $e presenlan las gr~~icas que 

relacionan el cont.enido de CAPS oblenido en las di ferent.es 

lineas celulares t.anlo por el mét.odo cualit.alivo del reaclivo 

de Gibbs como por el mét.odo cuant.it.at.ivo de cromat.ografia 

liquida de alt.a eficiencia CHPLC). Aun cuando los cult.ivos 

que mAs i nt.eresaron fueron aquel los que produjeron más, se 

opt.ó por elegir cult.ivos t.ant.o product.ores como de baja 

producción, es decir que se lomaron lineas de t.odas las 

marcas est.ablecidas en la selección primaria. con el 

prop6sit.o de e~t.ablccer la correlación ent.re la det.ernúnación 

cualit.at.iva y la cuant.it.at.iva. lo que a su ~1cz validaria el 

mót.odo modificado de Rajpoot. y Govindarajan (1091) come 

mét.odo grueso o primario de cuant.ificaciór. de C>.?S. 

Como ~e puede apreciar en la Figura S. donde ·se 

relaciona el cont.cnido de CAPS de lo:; clcncs de Jalapcf'io 

seleccionados obt.e:nido por HPLC y la marca correspondient.e 

según la selección primaria •. se prescnt.ó un fact.or de 

correlación muy alt.o Cr=O. 92:) ent.re est.os dos mét.odos. lo 

cual sugier<.'.3 que en est.a especie no se present.aron 

1nt.erferencias que impidieran la reacción de los CAPS con el 

re:act.ivo de Gibbs. result.ado que ost.uvo de acuerdo a lo 
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e::;perado, ya que t.anto 1 e:. callo:; como la~ zuzpen~i oues de 

e~ta cspec1e prcs'cnt.a.rcn un color b1.lnquccino, !o que a !j,U 

vez comprobó !a nula o baja ox.idací6n de compuest.os 

fcn6llco~ con !a estruclur.l p-hidroX.lbenc1lic;a. que act.uaran 

como int.errerencia en la reacción CGierer, 1054). ya que como 

serf01l a Di az y col . C 1908) la!; e:;peci es de 'e(l,fv.>U.:u.m !i:c 

c.:irac:t.eri zan por l i ber.:ir grandes concenlraci onez de fenol es 

en cul t.i vos ln. uU."IA'. 

En es.ta Figura :;e puede ob::er·1ar que los clones que 

tuvieron la marca 4. según ~1 mét.odo de selcccion pr~m01r1a, y 

que corres:pondierori al J12Z y al J172. prc~cntaron un.J. 

produce! ón de 239. 12 ;..igCap5.:i.i ci na/g ~eso ::c::-:::i c!c t:i crr..1.!i.:.. y 

290. 20 µgC.:J.p!ialna/g peso seco de biorn.:i.sa respec::Li•tament.e, lo 

que .:i ::;;u vez :agnificó O. 023% :1 O. OZO~-:. Cg de -Cap!:¡ücina/'100 

~c~o seco de biomasa). 

Para el chile H.:J.banero CFigura 9J el factor de 

correlación ccnscguido fue de O. 71, lo que fue provocado por 

un lado a que dentro de la marca 4 de la selección primaria 

se tuvo un r.:ingo de producción muy amplio de .lcuerdo a la 

scleci6n secundaria, el cual fue de 515.46 a 1717.13 

µgCapsaicina/g peso seco de biomasa_ y por el et.ro a que la~ 

linaas de esta especie tuvieron la part.icuL'.lridad de 

prezcnt.ar •..Jn color c.afé. que a su vez fue indica ti '.'o de que 

en ello~ hubo sintesi~ y oxidación de compuestos fen6licos que 

int.erfirier-on en la detcrtru.nación cualit.ati·1.:i del :--eactivo de 

Gibb~. En est.e zent.ido, Hrubcová './ ccl. Cl!J99) 4..rab.'.l.j~r.Uc :::~r;. 

callos de ... ~ ::a.tlva. concluyeron que la C?d~d del cult.i·:o 

t.iene marcada influencia en l.'.l_ proper-::.:i6n .:te deriV.ido:; del 

.Aci do ben;:oi co y del ácido ci náml co. ya c:;ue cbser · .. .aren que la 

porc~ón de dcrlv~dos del ~cido ben~cico dent.ro del ~ot.~l de 

le!:> ..\cidos fen6llcos aument.6 del 15!-;; ~l 21% a tr~vCs dol 

cultivo in. uUtto en cu01lro seman01:.. lo que probablemente !:e 
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debió a la conver:;ión de derivados fcnilprop~noidcs ~ lignina 

insoluble. mism.a conclu:::;ión a la qu<::? llegó Oc:hoa C1080) al 

t..rabajar con ~a.ft.Oicu.m. a..n.n.uu.m var . .a...n..n.u.u.m. CTampiquef'lo Serrano 

74). 

Sln embargo. aun cuando el fact..or de correlación en 

Habar.ero no fue muy alt..o SG puede concluir que la eslimación 

del cont..enido de CAPS mediant..e el react..ivo de Gibbs es lo 

suflclenlement..e aceplable cuando usa como mélodo de 

selección primaria, ya que permilió realizar la selección a 

parllr de un gran número de muest..ra~ C382 clones) y obt..ener 

resullados confiables. Como se puede observar en la Figura g. 

en Habanero se obt..uvieron un mayor número de clones celulares 

que present..aron l~ reacción de Glbbs. según la marca 4 (un 

t..ot..al de 6), sin embargo de e~los ~e eligieron como 

product..ores sólo a los H40.H'79. H48 y H64. cuya~ producc:ionc:; 

fueron 515.46. 766.48, 1717.13 y 1445.78 µg Cap:;aicina."'g pe:;;o 

seco de bi omasa, r~spect..i vamenle, lo cual a su vez 

correspondió a O. 05~, 0.08~. 0.17~ y de 

Capsai ci na/100 g pese seco de bi amasa). 

En cuant..o al chile Chillcpln CFigura 10), el faclor de 

correlación obt..enid::> fue de o. ?a, y al igual que en Habaner·o 

se vio alt.amenlc influenciado t..anlo por el amplio rango de 

produccione~ que cayeron en la marca 4, de 1302.86 a 3180.00 

µgCapsaicina/g peso seco de biomasa, como por la presencia de 

compuest.os que pudieron haber acluado como int..erferenclas sn 

la reacción Gi bbs-CAPS, ya que sus lineas fueron 

caract..erizadas por un color café claro. En esl.:.. especie ~e 

obluvieron dos lineas celulare~ con alt.as producciones, la 

C29 y lo'l C34, las cuo'llcs t..uvieron 1392.86 C0.14~0 y 3180.90 

(O. 32~) µgCapsaici na/g peso seco de b.i o~so'l, ra-:opect..i ~,,amenle. 

De los resullados ol:Jlenidc.:s en ez.t..a::. t..re::. ','o'lricd¡.¡.des se 

puede concluir que el uso del r~act..i vo de Gi !:.;bs cerno mélodo 
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de :selección primaria y cualilat.i·10 rue adecuado. ya que fue 

r!l.pido y conf'iable para dcLcrm.inar dent..ro de un gro:.n nu.mcr·o 

de clones en t.cjido calloso cu.-:.1 prcscnl.!:i una mayor 

producción de CAPS en general~ rcsul L¿.do que fue muy 

promet.edor si se t.orn.a en cuent.a l.1. problem!.l.ica que 

represent.a el u:::oo de méLodos más ~ot~ist.ic..ado:::;. caros y 

laborio~es, como el radioinmunoensayo y la pr':1cba de ELISA. 

$c puede concluir adem.is que est.e mét.cdo fue muy 

S1F;n:::olt.i•10 a la:; su~t.ancia::; int.crfcrenl.e:i., ya que donde est.as 

no ::;e prc~cnt..J.ron se t.uvo el ract.or de correlación má~ alt.o. 

Por et.ro lado, hay que con~iderar que otro fact.or que provocó 

la disminución ent.re la correlación de est.os dos mól.odo$ rue 

el que ambos se: hicieron bajo condiciones muy difercnt.es. 

Como puede ver en los resul t.ados ~e present.ó 

correspondencia desde el punt.o de vlst.a cualit.at.ivo de menor 

a mayor producción cnt.re la selección primaria y la 

secundaria, pero no desde el punt.o de vi~t.a cu.J.nl.it.~t.ivo, ya 

que mient.ra:=o con el mét.cdo de Gibb:::o se -::!Sl.ablcc.ieron rango:; 

en microgramos, en la :¡elección ~ccundaria lo~ d.J.l.o:::o llegaron 

a ser de miligramos. E:::ot.a diferencia fue debida en part.e a 

que cada uno de los mét.odo~ y condlciones para la :::;elección 

primaria y secundaria fuuron t.ot.alment.e diferent.cs. En la 

~elección primaria sólo 3e det.ect.ó la conccnt.ración de CAPS 

t.ot.ales en la r~gión o punt.o donde fueron dif'undido:::o 

desde el t.ejido calloso mcdlant.e el u:;o del react.lvo de Glbbs 

en el papel f'ilLro; en cambio en la ~elección :::oecundaria se 

det.erminaron est.os compuest.os mediant.c HPLC y a part.ir de 

ext.ract.os de cult.ivos en suspensión e:::ot.ablecldos del callo 

correspondient.e. Tomando en cucnt.a est.os fact.ores se puiF;dc 

decir que est.e comporLamient.o era de esperarse, ya que 

ml~~~ra~ en la ~~lección prima.ria sólo ::;e det.cct.aron lo::; CAP~ 

sint.et.i:;:ados por las células que se encont.raban en cont.act.o 
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diroclo con el papel fillro, en la selección secundaria ::;e 

detcct.aron los CAPS biosint.et.izados por ledas la:i cálulas. 

debido a las caracteristicas propias de lo~ cult.ivo~ en 

zuspensi 6n donde 1 az células sc enc:ucnt.ran t.ot.almenle 

disgregadas y cn conta.ct..o directo con el medio de cultivo. 

E:; ncccsar io mc::-ncionar que en 1 a dcter·mi n~ción 

cua.nt.i tat.i va con HPLC sólo se det.cct.6 en ::.arit.idadcs 

apreciables la capsaicina. mientra~ que la dcter·minación 

cualitativa con el reactivo de Gibb:::; rc~ccicnarcn todo::; 

aquello~ compuestos con la e~t.ruclura p-hidro:.tlb~ncilica. 

aspecto que pudo haber ~ido et.ro factor do difcrencl.:1. ent.rc::­

los do::; mClodos de sc:lecci6n. 

5. 7 RELACION DE LA CAPACIDAD DE BIOSINTESIS DE 

CAPS ENTRE EL CULTIVO INICIAL Y LAS LINEAS 

CELULARES OBTENIDAS. 

Con el objetivo de det.erminar l~ influencia de la 

capacidad biosint.élica del cultivo de origcn sobre c:~t.a misma. 

caract.crist.ica en la::. lineas celulares cbtenidas, :::>e 

cuanlif"icó el contenido de CAPS en lo::: cullivo~ en ::u::pcnsi6n 

a pl aquear, mediant..c crorn.at..ografia liquida de al la c:ficic.:nci a 

CHPLC). 

Como ha :;ido cst.ablecido pcr ·1ario=. ;.ut.ore~. ent..rc los 

que destacan Holdcn y col. C1087) por su trabajo r·eali::ado en 

ex.is.ten marcad.:i.:::; dlfcr·cncia:: tanto 

mor1·016gic;:i:; como biosinlét.icas entre cult.i•1os derivados de 

dif"cre:nt.cs individuo:: y aun ent..rc aquellos que derivan de uno 

mismo. Por et.ro lado, se ha sugerido que la capacidad 

bio:;int.élica ob:;ervada en los cultivo:; ln. uUILC es det.crminada 

por la capacidad biosint~t.ic;i dol cultivo del cual provien<?>, 

de lo que resulta quo lo~ cultivos derivados de aquellos con 
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altas prcducciones producen a su vez mayores niveles de 

metabolitos :;ecundarios que los que provienen de cultivo:; con 

bajas producciones C2enk y col.. 1977; Kinncrslcy y Dougall. 

1980; Holden y col. 19e8), comportamiento que seria de 

esperarse si se considera que la capacidad blo:;intética sólo 

fuera regulada genéticamente. sin embargo. existen otros 

factore~ que intervienen en la producción de los metabolitos 

secundarios. tales como las condiciones de cultivo 

(nutrientes, reguladores de crecimiento y carac+..eri:;ticas 

ambientale:;) y los fenómenos de regulación metabólica; de tal 

forma que existen varios ejemplo:; dundc :;e han gencrz.do 

lineas celulares altamente product..ora:; a partir de cullivo:; 

con baja capacidad biosint~lica. entre los que deslacan el de 

Cresswell C1986), quien obtuvo una linea de ~.U.hali.a.n..thu..~ 

'14~et.V-) productora. de triptofano y ei de Fujila y Hara (1085), 

quienes encontraron lineas celulares altamente productor~s de 

!.ihi koni na a par li r de cultivos de ~Uli.4'~(UYLm.um.. etil}thti.4'1.f¡J,¡an. 

tanlo con allas como con baja:; producciones. 

Los re:;ult.ados que :;e obtu•1ieron en este lr;i.bajo, ios 

cuales se muestran en las Tablas XV, XVI y XVII para las lres 

var iedade:; de ~Q..fl.ólcu.m... mueslran el ar amente que no se pr·esenló 

ninguna correlación entre la capacidad biosinlética del 

cult.ivo en suspensión de origen y la de las lineas cclularc:; 

obtenldas a partir de él. 

En el caso del chile Jalape~o CTabla XV) ~e observa que 

aunque las linea:; de mayor producción CJ122 y Jl 7Z) se 

obtuvieren de los cultivo:; productores (4. 390 

µgCapsaicina/g peso :;eco de biomasa), lambién ~e aprcci;i. que 

hubo linea=> celulares de baja producción CJ120, J138, 

J194, JC!10) que se originaron de cullivos con z.lla capacidad 

bio:antélica C4. 309 µgCapsaicina/g pe.so ::>c-:=o de biomasa), 

presc:nlandosc inclu:;o un caso de disminución de.· la z.ctivida.d 
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TABLA XV. INDICE DE CRECIHIENTO Y CONTENIDO DE CAPSAICINA 

EN CULTIVOS EN SUSPENSION DE LAS LINEAS CELULARES 

Y LOS CULTIVOS DE LOS QUE SE ORIGitlAROH EN 

~. a.nr .. u:u.m. var. a.n..n.uwn. CJALAPEÑOl. 

COHTENIOO DE CAPSAI CillA 

UHEA l. c. • (µgC.'g biomasa) pe:: o ~cc:o 

CELULAR LINEA CULTIVO ORIGEN'"' 

& 
.J172 o. 72 ZOP, ZP .&.!Ji;t1:J 

& 
.1122. o."º 299, 12 .&.!Jp1) 

J41 o. 42 148, o z.ood 

.117!1 l.. 09 e~ • .19 '· ::J""1 

""" s.110 72. 00 z.oocs 

.JlZd o."" 47. B:J z.oocs 

.JUl4 o. 19 24. 12 "· :Jpp 

JIZlO º·º" O, ZD -'• 3PP 

.J13D z. :S':i o. 24 -'• :JPO 

J77 O.Od :J,'11 2.006 

.J1ZO o. 82 
1. "" 

4, :JPC 

"º 1. :Sd 
'· 7 

z.oo.:: 

t. C. =INDICE tlE CRECIMIENTO. 

NO ::O:E DETERMINO l. c. EN LO$ CUL.TlVOS EN susrEUSION llli: ORIOEN. 

LIHEAS DE MAl'OR rnooucc10N. 

e= CArSAICIUA. 
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biosint.6t.ica del 56~! en la linea J120. 

Como se ob!;Oerv.:i. en la Tabla XVI. en el =hil~ Chilt.epln 

t.a.mpoco se observó correspondcncla direet.a cnt.re la capacid.:i.d 

bio~int.6t.ic.:i. del cult.ivo de origen y la de las linea:;; 

celul.:i.res qu~ se obt.uvieron de él. incluso puade decir~c que 

el comport.amient.o fue cont.rario a lo esperado, ya que en el 

caso de l.:i.s lineas product.ora!:> CC34 y C29) se observ.:i. que 

fueren generadas de cult.ivos con baja prod~cci6n C0.012 

µgCapsai ci na/g peso seco de bi amasa) • mJ. ent.r a!::> que algunas 

lineas de baja producción CC8. C10, C37. C65) se obt.uvieron 

de cult.ivos con mayor producción C0.054 µgCapsaicina/g peso 

seco de biomasa). 

Para el chile Haban~ro (Tabla XVII), al igual que p.:i.ra 

Jalape~o y Chiltepin, no se logró est.ablccer .:i.lguna r~lación 

ent.re la producción de las lineas celularo:;; y la de los 

cult.iVO!;O de los cuales :..e originaron. En c:;;t.c ca~o se 

obt.uvieron 6 lineas con alt.as producciones. de la~ cualc~ la 

H48. la HSO y la H78 part.ieron de le~ cult..i'.10:; con mayor 

act.ivldad biosint.ét.ica C0.1216 µgCapsaicina/g peso seco de 

biom;i.sa). mient.ras que la H64. la H3a y la H~O se originaron 

de aquellos con menores producciones C0.0397 y 0.0594 

µgCapsai ci na/g peso ~eco de bl amasa). 

Est.os result.ados concuerdan con los de Holden y col. 

C1987), ya que en ambos t.rabajos del género ea..¡vc.icu.m. no se 

pudo dct.erminar una correlación direct.a en cuanto a .la 

capacid.:i.d biosint.ét.ica del cult.ivo in. ulVl.4 de origen y de 

las lineas celular~s que de él se obt.uvieron. Como ya se 

mencionó ant.eriorment.e. est.os result.ados se han observado en 

et.ras especies por lo que Dougall C1985) ha ~ugcrido que 

durant.c la obt.ención de lineas celulares al t..:i.ment.c 

prc.dt..:ctora:; no :;;e debe limitar a la ::..elcccibn en c·.il'.ivo:. con 

mayor ;::.ct.ividad bio::int.ét.ica. como lo sefi~la ~nk y col. 
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TABLA Y.VI. !NDICE DE CRECIHIEtíTO Y CONTENIDO DE CAPSA!CINA 

EN CULTIVOS EN SU:>PEHSIO~I DE LAS LINEAS 

CELULARES Y LOS CULTIVOS DE LOS QUE SE 

OJUGittARON En Y!' • .3.<t,fl."U.u..m. 1::..r • .;;C~ttt.:,:.._\d':..w· .. 

CCIULTEPHO. 

LHIEA 

':ELULAP. 

& 
C'4 

& 
cz" 
Cl<S 

c:n 

"º 

ClO 

C<Q 

I. C." 

a. ro 

(l. :00 

l. !O 

o . ..¡p 

'· º' 
u. 60 

(.J. 07 

o. ~<S 

o.·~ 

o.::;.:; 

I. C.:: INDICE DE CRl:CtMlCNTO. 

COtlTEtfIOO DE ...:AP::::'Ali:!H..\ 

'~µgC •9 i::ct:.c :.:cc::J bi .:Jfn;;.:;,,J.) 

LI l-lEA '::'JL TI\'(.' OP.! GE~¡"'"' 

:uo::;,.~ o. 01= 

1:1~2. o.:: o. 01:.:: 

:O.'.lP. :Ja 

.& .. U,:JD O. OJ.;.! 

. .u;:.:::? u.~:;..,; 

:1•1. 1a o. u1:.: 

.:;.ns. o3 o. o::..i 

::Gd. GO o. o:;.i 

1 ... 4. "'"' O, ~HZ 

DG, PCO o. tHZ 
.• 

60, O:J o. 0:>-.1 

:30".J.S.• o.º~" 

10. J.~ o. 012 

HO ;:a: Dt:TJ;:RMINO I. c. CN' L.0$'. CULTIVOS t:N ::u:::rcuc:tOH oc OJUOCN. 

LlNt:.\~ DI:: M..\'\'OR rnonuc:~::tou. 
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TABLA XVII INDICE DE CRECIMIENTO Y CONTENIDO DE CAPSAICINA 

EN CULTIVOS EN S\JSPENSION DE LAS LINEAS 

CELULARES Y LOS CULTIVOS DE LOS QUE SE 

ORIGINARON EN 'I:. ~oe CHABA!IERO). 

CONTENIDO DE CAPSAICINA 

LINEA I. C. 
.. 

CµgC,-g biomasa) peso seco 

CELULAR LINEA CULTIVO ORIGENº 

• 1140 o. 47 J.717. 13 o. 121d 

• """ i..:Sll 144::S. 70 O, 0'5Po& . 
llBO 1. 21 10~0. OCi o. J.216 . 
1170 o."" 7ód. "º o. l21d . 
ll!IP o. 21 dlO, Pd o. 0997 

• IJ.¡Q 4, 7P :a:;."" o. (l!JP7 

11~ :s. :u1 470. 13 O. O::JP7 

11-&:i: 1. oz .&·'1. :o:o O, O:JP7 

llllP :;, !IP !112. ód o. 06!16 

ll!13 O. :SCI 200. :::m O, 1Z1CI 

117P .. "" z.¡.&, id O. 1Z1CI 

llP3 o."" ZJ.6. •P O, Od:Jd 

1, C,: INDICE DE CR&:CIMllENTO. 

l'IO SE DETERMINO l. c. EN l..OS CULTIVOS EN SU5rli:NSION DE ORIGEN. 

LINE""S DE WA'\'OR rkODUCClON, 

C: CAPS AJ.CINA. 
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C1077). sino que es recomendable part.ir también de cult.ivos 

con bajas producciones. ya que hast.a el momcnt.o no :;;e t.ienc 

la seguridad de que la rclaci6n entre producción de un 

cult.ivo y de las lineas que se obt.icncn de él ::;ca directa. 

AdemAs hay que considerar que de acuerdo bl principio de la 

t.otipot.cncialidad y al f'cn6meno de la Variación Sonaaclonal. 

es po~iblc obt.encr lineas aitamcnt.c product.or¿¡s .:i. part.ir de 

cult.ivo~ in. u;..vu, con baja act.ividad biosintét.ica. 

Un aspect.o que es import.ant.e sel"ialar es que como se 

puede observar en los rcsult.ados en cuant.o a la cant.idad 

absolut.a de Capsaic1na Cµg/g pe~o seco) rcf'erido~ a Jalapel"io, 

y Habanero. es que no se encont.raron lineas cclularc-s de la 

primera especie cuya producci6n sobrepa:;;ara la obt.cnida por 

las de la segunda, de lo cual se puede concluir que la 

capacidad biosint.ét.ica de cada especie ezt.a regulada 

genét.icament.c de t.al manera que no es posible. por el mét.odo 

aqui usado. sobrepasar los niveles ya est.ablccidos dcnt.ro de 

su genoma, y que debido a la correspondc~~ia de producci6n de 

los cult.ivos y las lineas celulares es ncccs.:i.rio t..om..:i.r en 

cuent.a 1 a especie que se va a manejar cuando se i nt.cnt.a 

obt.ener linc~s celulare~ alt.ament.c productoras. 

5.8 RELACION ENTRE CRECIMIENTO Y CAPACIDAD 

BIOSINTETICA EN LAS LINEAS CELULARES 

OBTENIDAS PARA CADA ESPECIE. 

En las Tablas XV. XVI y XVII se present.an los result.ados 

obt.enidos t.ant.o del indice de crecimient.o: 

I . C. PESO SECO FINAL - PESO SECO l NI Cl AL 

PESO SECO l NI Cl AL 
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como del cont..eni do de Capsai ci na. do 1 a~ 11 neas cel ul are:: 

obt..enida:: en las variedades de ~a.('l.Cic.u.m. en C:':.Jlli·10::; en 

suspensión. 

Como se puede apreciar en la Tabla XV. la linea de 

Jalapcf'fo de menor producción Cl. 7 µgC/g peso s~cc de bioma:ia) 

•~uva a :::u ve:;:: un alt...:J indice e.Je crccim.ient.o Cl. ee) ccmparadc 

con e!. cbt..cnido (0.72:) en L:i. de mayor produ~ci6n C2e9.Z!J 

µgC.;g peso :;eco de biomasa). respuesta que d~bia ser la 

c:::pcrada considerando la aseveración de varios aut.ores en el 

:;cnlido de que la producción de los melabolit..os ~ccundarios 

se encuentra i nvcrsamcnt.o rel aciana.da con el crecimiento 

celular CLindsey y Yeoman 1993,1985); sin cmbar~o. si se 

observan los resul lados entre esto:: dos parámet.ros en el 

rest.o de las lineas se puede asegurar que en el caso de 

Jalapcf'fo esta aseveración no se cumple, ya que no se presentó 

ninguna relación definida entre producción e indice de 

creci micnt.o. 

Con el chile Chilt.epin CTabla X'll) t..am¡::oco se ob::-.cr·1a 

~lgún t.ipo de relación ent.re cst.as do=- variables, ya que por 

ejemplo las lineas m;;.rc.adas como product.ora::-; C~). la C34 y la 

CZ9, prc::;ent.aron produccionc~ de 3180. 90 y 1392. 86 µgC/g pe~o 

zcco de biomasa e indices .::ie crecimient.c de 1.7e .• 0.60, 

rc:sp12ct.i ·.·amen t. e, correspondi ende l.a linea do mayor 

¡::r·cducción el mt.i.s al t.o crccimient.o; :;in embargo es!.os 

r~sul t.ados no nos per mi t.en gcncr ali zar ningún t.i po .de 

compcrt.an-J.ent.o. 

Est.a relación inversa tampoco ~e present..6 en el chile 

Habanero CTabla XVII), donde adem.ti.s no se pudo establecer 

algún t.ipo de rolaci6n ent.re crecimient.o y producción de 

CAPS, ya que las lineas consideradas como prcduct.oras (&) 

prc~ent.aron un amplio rango de indices de crec.:.mient.o, lo:; 

cuales reflejan dif'erenles velocidades de crecimient.o. 
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Los resul t..ados anteriores f'ueron t..ot..almcnt..o opuestos a 

los encontrados por Lindsey y \'eoman C1985). cuyo traba.Jo 

realizado con células i nrnovi l i :o:adas 'de 'ea.n-:::itcu.m /.'i,u,te,.~CUt;O 

les confirmó la idea de que a mayor crecimienlo menor 

capacidad bio::;.intética, ya que encontraron quo mient.ra:; l.'.l. 

linea de mo:i.yor producc1ón tuvo un indice do ~n~c1m1ento de 

O. 97 y una producción de 2. '?.7 µgC.-'g de bioma~.1. pc::oo fresco. 

la linea de mayor crecimiento prcsant..6 un 1ndic~ de 3. 95 y 

una producción de 0.17 µgC/g de bioma::;.~ pc:::;,o frc::;cc. 

embargo. Rodrigue:;: (1989) tambit-n e'3lab1cci6 que paro:i. 

Sin 

a.n..n:u.u.m.. var J}[MU.t.1.,a<.ulum./a.uicul.:vtc no fue posit.:le dar ur1a 

relación cl;l.ra entro cracim1enlo y producción de CAPS. 

C:on es t. os antecedentes, y como h.:i. 3.1 do :;.cf'ial ado por 

Holden y col. (1987), s~ puede arirmar que en el caso de la::; 

especia::; del género 'e°.l.(l..Oicu..m. no ::;e ha logr.:i.do determinar 

claramente t.odos los fact.ora::;. que int.crvianen en l.i 

biosintesis de lo~ CAPS y que se ha cnconlrado mucha 

variabilidad en las respuestas da las células cr1 c•.Jllivos ln 

vill>.o CAitken, y Yeoman 1986; Holden y col. 1986). 

La afirmación anlcrior Lambién fue comprobada por 

nosotros cuando se analizó la apariencia morfol6gic3 de lo:; 

cull1vos, tanto de Lcjido calloso =orne de cClula= en 

suspen~a ón. en cl les ~e observó una ap.L:i.r i =-nc.:i .::i. ·:.:.r l .:..bl o en 

cuanto a coJ.or, friabilidad y crecimiento .::on r.:?s¡:::oc•.o a l;.. 

producción de CAPS, de tal forma que no zz pudo c~lablcccr 

alguna relación ost.ricta entre ello~. En el trabajo rc~lizado 

por Lind:aey y Yeoman en 1995. zc dcmCJ!'.itro que de manera 

general lo:; callos pá.lidos. compact.os y rriable:; de ~­

/."l,;:~c.en./.l que no tuvieron clorofila produjeron CAPS'. y lo::; 

que prcscnt.aron clorofila pudieron o no bios1nlet.izar est.os 

mct.abolit.o~. C.:d::;~ .:i.clarar que a nivel de fruto, la mayor 

producción de CAPS se da' cuando disminuy~ la sinlcsi= de 
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clorofila Ciwai y col. 1979). 

5. 9 LJ:HEAS ALTAMENTE PRODUCTORAS 

DE CAPSAICINOIDES. 

En la Tabla XVIII $e presonlan los resultados de 

producción obt.enidos en las lineas celulares seleccionadas 

por su mayor con~cnido de capsaicinoides en las t.rcs 

variedaes de ~a.rv.;l...-u.,m,. 

Como so puede apr~ciar er. est.o~ resulladc~. el número de 

lineas C':llulare~ con mayare~ producciones fue muy pequefio 

compar.3.do con :aol número t...ot.a.l de linea:; que :oc cbt.uvieron en 

cada. especie, de t..al forma. que en Jalapd'So ~e obt.uvierc..:n do~ 

lineas a!t.ament.c product.oras a partir de 350 lo que 

representa el 0.56X; en Chillepin se zaleccionaron dos linea~ 

con mayor producción part.iendo de un lclal de 406 C0.40~0. y 

en Habanero ~e generaron 6 lineas d~ un total 382 Cl.31:0. 

E~to~ rcsul~ado~ resaltan la necesidad de con~ar con un gran 

numero de clones celulares para poder obtener a su vez un 

rn;:i.yor numero de cullivos productores. 

ot.ro aspec~o que resalla en los resultados oblenidos es 

que la producciOn en las lineas celulares calalogadas como de 

mayor producción sobrepasó drti.sllcamcntc a la de los cult..i·10~ 

a partir de los cuales ze originaron. En el ca::o de Jalapeño 

CTabla XV) se puede ver que para las lineas marcada~ cqrno 

productoras C&:>. el aumento de producción ent.re ellas y ol 

cult.ivo original fue del 6'576~ para la linea 1173 'l del 5435!~ 

par;, la Jl22. 

Par a el chi 1 e Chi 1 tcp1. n C Tabla XVI) ::e ob~cr va que el 

aumento de p~oduce::i6n fue del 2. e X 107~: par·a la 1 ir•ea C34 y 

del l.l ....:: lO' !~ p~r.::i. !a linea C20. 

En cuanto al chile Habanero CTabla XVII) se presenta un 
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TABLA XVIII. PRODUCCION DE CAPSAICINOIOES EN LAS 

LINEAS CELULARES SELECCIOtlAOAS COMO 

ALTAMENTE PRODUCTORAS Etl LAS ESPECIES 

ESPECIE LINEA PRODUCCION DE CAPSAI CI NA" 

var . a..n.n.u.u.m. 

l.JALAl'ICÑO> 

'e. a.nnuum. 

var. gl.a.IJ 't.lu..,,cu.tu..m. 

lClllLTErlm 

lllADANCll.Ol 

CELULAR 

.JtZZ 

.J172 

CZ<> 

C3' 

11-'0 

U3P 

1170 

1100 

1104 

JUD 

µgC.'g P.$, 

23P. 12 

ZBP, ZP 

l:JPZ, BG 

tllOP. '19 

'!Si:S. 4d 

610. ';'O 

·.·o.::1. 40 

1030. 06 

144:S. 78 

1117. 13 

DETERMlNACION EN CULTJ:VOS EN susrEW:HON. 

Hr. s.= 9 CArSAICINA~'tOO g PESO SECO. 

l 35 

:-:; P.~. '"' 

o. 02!1 

O, OZP 

o, 1.i 

o. 3Z 

o.o:; 

O,Oéi 

o.oo 

0.10 

o. 14 

0.1:' 



aumento de producción del 1. 4 x 107 ~,para la linea H-i9, del 

Z. 4 X 10? ~para la linea H64, del 9.5 x 106 ., para la linea 

Hao. del e. 3 X 10
6 ~-:para la linea H79. del 1.9 X. 10

7 ~:para 
la linea H30 y del 1.2 x 107 ~para la linea H40. 

De estos re~ult.ados se puedo concluir que la lécnica de 

clonación celular para la obtención de lineas con allas 

produccicnc:::; de melabolit.o~ ::;:ecund.:i.rios es muy
0 

t~avoreccdcra. 

yo. que perrru. te seleccionar célula~ cuya capacidad 

bio:.intélica supera a la del cult.ivo en general. 

Ahora bien. comparando los re~ultados de producción de 

CAPS obtenidos en la::; lineas celulares seleccionadas en este 

trabajo y lo::; obtcni dos prcvi amen Le en cul li ._.os no 

:::cleccion<J.dos, :::a:c puede concluir que par.J. el :::hile Chilt.cp1n 

presentó un incremcnt.o de producción de esto::; molabolito:::;. ya 

yo:i que en el trabajo realizado pcr \'cl~zquc-:: (1CJ88) ::;:~· tuvo 

una producci 6n rnti.xi ma de 4 71. 05 µgC/g pe~c :::;e:::o/l ::n cultivo!: 

en suspensi6n. mientras que en las linea:; cbtcnida.s este 

valor c=:rrespor.díó a 1302. 86 µgC/g pese ::icco p"'1ra la lina-a 

C20 y a 2190.99 µgC.;g pe~o seco para la C34, lo que 

reprcscnt.a un íncrcmcnt.o del 28~~~ y 676% rc:;pectivamcnle. 

En cuanto al chile Jalaperío. se t.uvo un incremento de 

producción entre el 500Yu y el 700~:;. ya que en los estudios 

reali:::adcs por Calva (1088) .c;on e:;t..a misma especie pero en el 

cultivar Papaloapan, se obtuvo una producción de 40 µgCAPS/g 

peso seco en cultivos en suspen:;ión. 

Para el chile Habanero, que ha sido una de la:; especies 

mas estudiadas. se t..ienen rangos de producción de hasta 0.1 

mg de CAPS/g peso seco, lo cual rcprc::;cnta el O. 01!:;, :;in 

em.bo:ir go. como se puede ob:;er '/'ar en 1.::.. T.'.l.bl a X\'I I I , ~e 

ll~go:iron a obtener lineas cclul<:1.rcs cuyas produc=:icnes 

scbrcpa:;aron est.e rango tha::;:ta un 0.17~0. 

En base a los rcsull.ado:::. an+..,cricres ::e puede c-::.ncluir-
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que las lineas celulares obt.enidas en est.e t.rabajO 

sobrepasaron los niveles· de producción encont.rados en et.ras 

especies de 'ta(l.Olcu.m. bajo condiciones · tn. ult/t4, lo cual era 

de esperarse si se t.oma. en cuent.i el origen unicelular de las 

lineas y el fenómeno de Variación $omaclonal; sin embargo, 

3.1 compararlas con las producciones obt.enidas en los frut.os 

CTabla XI) se observa que t.od;s.via se est.:i rnu:f, por .:i.bajo de 

esos valores en cada especie; no obst..:..nt.o, :.e pl~r.t.ca la 

posibilidad, como ha sido se~alado por Holdcn y =el., C1088) 

de generar lineas celulares con mayores produccionc$ que la::; 

h6l.sl.a aqu1 obt.enidas, partiendo ahora de est.as r1uevas l 1nea:; 

donde por un lado la heterogeneidad celular ::;e ha disminuido, 

y por el et.ro, las células quo la conforman t.ienen la 

información genét.ica de mayor act.ividad biosint.6t.ica. 

5.10 ESTUDIO DE LA ESTABILIDAD EN LAS 

LINEAS CELULARES OBTENIDAS. 

Con el prop6sit.o de ex.aminar la est.abilidad de la::; 

lineas celulares seleccionadas se determinó cuantificar su 

cont..eni do de CAPS por un per 1 oda de dos mesas. lo cual 

implicó obt.ener cuat.ro dalo$ d~ producción. 

En las Figuras 11, 12! y 13 se repri:::scnt.an gr~ficament.c 

los result.ados obt.enidos en est.e cst.udio y en t.odo:i los 

clones, cabe sci'íalar que ::;e est.ablc:ció llevar a ca.be est..c 

est.udlo preliminar de est.abilida.d en t..odos los clones con el 

t~in de observar si t.odo::i mant.en1an sus niveles de producción. 

lo cual era de esperarse si se considera que las lineas 

hablan pa.rt.ido de un célula. y por lo t.ant.o pod1an t.ener las 

mismas cara.::t.erlst.icas genét.icas, fis;iol6gicas, morfol6gicas 

y product.oras CRhodes y col. ,1988). 

En el caso del chile Jalapefio CFigura 11) se aprecia que 
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las producciones de lo~ clones dentro de cada marca 

preestablecida cayeron dentro de un rango caracter!stico, de 

t.al forma que se observa una separación clara ent.re los 

clones de má.s baja producción y los productores. Es asl como 

podemos establecer que los clones de la marca 1, de acuerdo a 

la selección primaria, tuvieron producciones en e! cultivo en 

suspensión y determinadas por HPLC de 1.7 a 12.02 µgC/g peso 

seco, los de la marca 2 variaron de 38.5 a 47:83 µgC/g peso 

seco. los de la marca 3 se mantuvieron entre ea. O y 191. 3 

µgC/g peso seco y por último los de la marca 4 cuyo rango 

varió de 231. 9 a 605. 9 µgC/ g peso seco, lo cual confirma 

claramente la po~ibilidad dC3' separar cada ni".'cl C?n base a la 

determinación cualitativa con el reactivo Gibbs. 

Por otro lado, tambián se puede observar que hubo 

variabili~ad en la producción de los CAPS a lo largo del 

tiempo do estudio, aspecto que se acentuó má~ en unos clones 

que en otros; ezt.e mismo f'enómeno fue ob~ervado por Rodríguez 

C1Q89) trabajando con cultivos en suspensión no seleccionado~ 

en el chile Chigol. Como se puede apreciar en la Figura 11 se 

presentó un comportamiento oscilatorio que se hizo más 

claro en las lineas catalogadas como productoras. Coma ya ha 

sido senalado por varios autores las dif'erencias encontradas 

en la actividad biosintética entre cultivos es un f'enómeno 

común en el Cultivo de Tejidos Vegetales. y aun cuando su 

explicación es aun desconocida. se plantean como po:oibl..~s 

causas de esta i ncstabi l i dad: 1) l ~ prc:;cnci .:i de 'l'ar i os 

quimiotipos celulares dif'erentcs dent.ro de la población 

celular, lo cual ha sido demostrado en clones de ~~~ 

't4'óet.t.O derivados de protopla::..t..os y productores de ajmalicina 

y serpentina CConstabel y col .• 1982:) y :=!) la posibilidad de 

que la producción de mct.aboli t.os secund.:irios por Cul t.i vo de 

de Tejidos Vegetales est.e sujeta a algún proceso int.rinscico 
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que lleve a una varabilidad cont.inua en los niveles de· 

prcducci6n CTabat.a y col. ,1978). Con raspect.o a cst.e últ.imo 

punt.o, Zenk (1078) plant.ea que en base ~ l~ estabilidad en 

producción existen al menos dos clases de cult.ivos celulares; 

uno de ellos produce los compuestos especif'icos en alt.os 

niveles y la mayoria o t.odas las c61uas lo hacen. de esla 

de est.a manera est.os cul t.i vos son t.ant.o alt.ament.e 

productores como est..abl es por muchos af'1os, ej cmpl os t.1 pi ces 

de est.a el ase de cul t.i vo son 1 as especies :t:U.4óC4U.O. 

~Id.e.o, Ya,n,a.x QÚl.<>Ulll• .M4'Únda cW!,J./4lla., Am.ml uU>naga, y 

~o-leu.6 dllJ,(lt..t!,{,, cuyas pr educe! enes se han man lcni do es labl es 

por periodos de liempo muy largos, lo cual demuest.ra 

clarament.e la estabilidad de la:; células diploides en su 

capacidad de f'ormar ciertos productos. 

Un segundo 1..ipo de cult.ivo. in. vU'l.4 es rcpr·cscnt..ado por 

un gran número de especies. ent.rc la::. que dcst.acan 

't:a.thaA.Uflthu.:> "Ld"Oeu.ó, .Kl.Go'tla.n..a. ~a..ci..un. y °t:CL(i..Dlc.WTI.. f.'t."U.te..'.)cuv.); 

en est.c caso l~s lineas celulares alt..amentc productoras 

fueron obt.enidas únicament.e por selG-cci6n clon;il y siempre 

most.raron una considerable inestabilidad bioqu1mica a lo 

largo de los subcult.ivos. sin embargo, fue posible la 

recuperación de su caracterlstica de alt.a capacidad 

bio::;inlólica cuando se mant.uvieron bajo proceso~ de selección 

continua. Aun cuando se ha alribuido que este comport.amient.o 

en la actividad biosint.ét.ica est.A influenciado por fact.ores 

nut.ricionalcs y ambient.ales su variabilidad en el úl limo de 

los casos es un result.ado direclo de inestabilidad genética. 

Exist.en un gran número de t?Videncias de la aparición de 

cambios cromosómicos y mut.acioncs puntuales durant.c los 

cultivos Ul. ult'l.4"' CBayliss, 1980; Meins, 1983). :in embargo 

no t.oda est.a inestabilidad en la producción ~e puede alribuir 

a cambios genét.icos. ya que también ::;e llene conocimient.o de 
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que en condiciones ln. v"""4 se present.an cambios revcr:::aibles 

en la expres.ión genet.ica, llamados cambios cpigen~t.icos, lo 

cuales al parecer se asocian m:t.s con al ::-::int.rol y la 

regulación de la actividad bioquimica de las cólulas 

cult.ivadas CWarcing y col., 1985). Est.o~ cambio~ epigen6tico~ 

son manif'cstados en respuesta a condiciones riutricionales. 

hormonales y ambientales, dirigidas do tal f:'rma que bajo 

condiciones inductivas se aumenta la velocidad de variaciOn. 

E3t.as observaciones sugieren que para el caso del chile 

JalapeNo el tipo de cultivo que se prescnt.6 es del t.ipo de e. 

ILO'Oeu.ó, es decir, que se caracterizó por su inest.abilidad en 

la capacidad biosintética, lo cual pudo haberse debido a la 

aparición de cambios epigenét.icos cau~ados por los 

diferentes condiciones de cultivo que se 

presentaron durante los subcul li vos, ya que como menciona 

Scragg y col. (1988), las variaciones tanto nutricionales 

como ambient.ales en los subcult..ivos de una linea celular de 

~. 'l.O'OCU.O provocaron la inestabilidad de la misma en cu~nlo a 

su producción de serpent.ina. 

Pasando ahora al chile Habanero CF'igura 12), se ob~erva 

que al igual que en Jalapei"fo, se presentó una :::cparación 

ent.re cada marca previamente cstabl ecida de acuerdo a la 

~elección primaria con el reactivo de Gibbs. En esta especie, 

los clone~ que ze agruparon dentro de la marca 1 variaron de 

120.11 a 244.16 µgC/g peso seco, los de.la marca 2 Cluclua~on 

ent.rc 237.S y 312.1B µgC/g peso seco, los de la marca 3 entre 

343.15 y 417.13 µgC/g peso seco y por último les de la marca 

4 correspondieron de 519.4B a 77ee µgC/g peso seco. De est.os 

resul lados se puede concluir que aun cuando se present.6 una 

clara separación ent.re cada marca, t.ambién se observó que las 

diCerencias entre una y otra rueron muy pequeNas, lo cual era 

de esperarse debido a que en esta especie se observó la 
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pro~cncia de ot.ros compuest.os fén6licos Ccaract.erizados por 

el color café que present..aron los c.ul t.i vos t.ant.o en medio 

semis6lido como en suspensión) que provo~aron interferencias 

en la reacción del react.ivo de Gibb::: y· los CAPS durant.e la 

selocc16n primaria. Esle mismo hecho puede explicar el que 

dentro de la marca 4 Ccult.ivos product.ores), como ya se dijo 

anteriorment.e, ::;e presen.t.ara un.a mayor variabilidad entre lo:::; 

clones y sobretodo en una mi:::ma linea. 

Como se puede apreciar en la Figura 12, y a diferencia 

del chile JalapeNo, las lineas agrupada~ en las marcas 1, 2 y 

3 tuvieron la tendencia general de disminuir su produccion a 

lo largo d~l liempo, mientras que las encasilladas en la 

marca 4 t..endieron a aument.ar su producción a t.ravé::. de los 

subcul ti vos. Estos dos di fcrcnt.es comportamicnt.os dentro de 

la misma especie puaden ser explicados como el resultado del 

diferente origen que t.uvo cada linea. De manera general el 

comportamiento de cada linea de 

de 

Jalapcf'l'.o fue de 

mantenerse fluctuando dentro un mismo rango; 

cont.rariament.e. para el chile Habanero (Figura 12), el 

comport.amint.o general fue la disminuci6n en la producción a 

lo largo de los subcultivos para las marcas 1, 3 y 3 y de 

elevación para la 41 lo cual comprueba el efecto de la fuente 

veget.al y la presencia del fenómeno de 'lariaci6ri Som.aclonal. 

En la Ficura 13 se presentan los rc~ul t.ados obtenido~ 

para el chile Chilt.cpin, donde ~e puede apreciar que est.a fue 

la especie que present.6 el mayor indice de variabilidad, lo 

que impidió e!!;t.ablecer un \.ipo de comport.amicnto 

caract.erist.ico. Er. cst.a especie las lineas de la marca 1 

variaron de 18.1 a 100. 01 µgC/g peso seco, las de la 

marca 2 cayeron en el rango de 123.71 441.50 µgC/g 

peso seco, las correspondientes a la marca 3 f'luct.uaron 

de 341.18 a 797. 27 µgC/g peso seco, mientras que las de la 
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marca 4 t.uvieron un rango de 1392.82 a 3189.09 µgC/g 

peso seco: result.ados que nos llevan a est.ablecer que en 

est.e caso la separación ent.re las marcas fue menos clara 

que en Jalapcno y Habanero, ya que hubo punt.os que t.uvieron 

producciones t.raslapada~; por otro lado, no se observó ningún 

tipo de comportamient.o, ya que mientras unos clones se 

mantuvieron más o menos estables Cma.rca 1), et.ros prcsenlaron 

t.ant.o oscilaciones drá::;t.icas seguidas de un comport.amicnto 

sin variación Cmarcas 3 y 4). Est.os resullados, al igual que 

los obt.cnidos en Jalapano y Hab.:incro, ::onfirm;).n la 

import.ancia del origen del mat.erial vcgclal :,· la necesidad de 

llevar a cabo seleccionas cont.i nuas que permi t.an obt.aner 

allas producciones de una manera estable. 

En basa a lo ant.crior se puede concluir que las lineas 

celulares _obt.enidas en est.e trabajo present.aroo variabilidad 

en su prcducci6n a lo largo del tiempo de est.udio, sin 

embargo, fue posible enmarcarlas dent.ro de las marcas 

precst.ablecidas en la selección primaria.. Por et.ro lado se 

observó que el origen biológico del mat.crial vcget..al t.uvo 

marcada influencia sobre el comport.amient.o de los subcult.ivos. 

ya que mient.ras Jalapcno, que part.ió da un cult.ivar mejorado. 

se comport.6 de una manera est.ablc, Chilt.cp1n, de origen 

t.otalment.e silvestre, present.6 un alt.o grado de variabilidad 

en los patrones de producción. 

Las lineas celulares aqui obt..enidas t.uvieron el mismo 

comport.amicnt.o que ya ant.cs habia sido ob:::;cr·.fado en et.ras 

especies. donde los cultivos, a pesar de haber ~ido derivados 

de células aisladas, cxhi bi eren un ampl 1 o rango de .,.ar i aci On 

en la producción. por lo que se plar1t.ca la ncce=oidad de 

realizar ::.elecciones cont..inuas para a::oi o:i.~cguroir una 

productividad y est.oibilidad necesaria paroi el desarrollo 

biot.ecnol6gico. 
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Cabe aclarar que aun cuando la mayoria de nuest.ras 

linc~~ seleccionadas presentaron ines~abilid~d en su capacidad 

biosint.6~ica, no se observaron casos donde l~ tendencia ruara 

la disminución. de e~t.a caract.erist.ica a lo largo de los 

subcultivo:¡:. ToJna.ndo en cuenta este comport.am.icnt.o, y el 

hecho que el picor en 1 as cspaci es dal g~nero 'e'1(v.)ic\.Un. 

está controlado por un solo gen dominante CC/C unido a Est.-7 

del cromosoma 11 del genoma de ~a.(l.óict.un.) CLoaiza y Tank~ley, 

1080), es posible sugerir que la ines~abilidad en la capacidad 

biosint.éLica da las lineas oblenidas estuvo determinada 

principalmente por cambios epigenét.icos, ya que aun cuando 

hubo variaciones en la producción de CAPS, se observó que, 

sobretodo en Jalapeno. todos los dalos cayeron dcnt.ro de un 

rango det..erminado y que no hubo disminuciones muy marcadas. 

de tal forma q~e estas vari~ciones pudieron haber sido 

debidas a algún cambio dentro de las condiciones del cultivo 

qua indujeron diferen~es respuest..as en la expresión gcnC~ica; 

por otro lado se ha sugerido quo la pérdida o la v~riabilidad 

de la producción de met.abolit.os secundarios por cult.ivos Ln. 

vU.V es debida principalmente a cambos epigenét.icos que se 

manifiestan como resultado de las variacione$ que sufren las 

condiciones nut.ricionalcs, hormonales y ambient..alos duranlc 

los subcult.ivos de las lineas celulares CWareing y col., 

19E!S; S::ragg y col .• 1988). 

Estos resultados también sugieren que el uso dal 

react.ivo de Gibbs como método de selección primaria es muy 

confiable. ya que aun cuando las lineas presentaron 

inestabilidad, se obse~va que los rangos de producción entre 

las direrentes marcas se man~uvieron const..anLes, do ~al 

manera que exi.st..!6 una separación cuant.i~ativa conslanLe 

entre ellos, sobret..odo en las especies Jalapa:n'o y Haba.ncr-o, 

mientras qua en Chilt.epin hubo proble=s de traslape 
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ent.re algunos de ellos . 

. El comport.amient.o de las. lineas cbt.cnida~ para. est.as 

t.res especies sugiere que ~t.as f"orman part.c del grupo de 

cult.ivos: caract.eriza.dos por su inestabilidad bioquimica. y 

cuyas bases gen~t.icas y f"isiol6gicas no son t.ot.alment.e 

ent.endidas. de lo cual resalla la necesidad de llevar a cabo 

est.udio:. qu1' permit.an esclarecer por un lado. las cau:;as de 

est.a inest.abilidad y por el et.ro._ como se puede regular la 

capacidad biosint.ét.ica a t.ravés de f'act.orcs t.ant.o fisicos 

como qulmicos. 
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e. CONCLUSIONES. 

tt La relación en\;re el origon dol mal.erial voget.al y 

el comport.amient.o del mismo en cultivos Lo. vitti..o- so v16 

refloja.da a. lo largo del present.e t.rabajo, sobret.odo en los 

resulta.dos obt.enidos en la. germinación, en la respuest.a a los 

mt?t.odos de plaqueo y en la est.abilidad de las lineas 

seleccionadas. 

111 Los modios de cult.ivo que dieron los mejores 

result.ados en la obt.ención do suspen::iiones con buen 

crecimient.o y alt.o Qrado de disgregabilldad fueron el MS:3 

para el chile Habanero y el SH3 par.a el chile Jalapcf"l'.o y el 

Chilt.epin. 

M El mét..odo de Weber y Lark modificado" para las 

especies ~. lll'W'\.U.\UTI. var. a..n.n.ut.un. CJalapcf'to) y ~- ~:>i:. 

(Habanero), y el de Horsch modificado"' para ~. a..n.n:u.um var. 

g/4',.1):1.wcul.um. CChilt..cpin), fueron los más adecuados para la 

obt.enci6n de clones celulares, ya que permitieron obtener !as 

mayores eficiencias de plaqueo a las menores concentraciones 

celularas, evit.ando con asto la posibilidad de coalición 

entre c~lulas adyacentes durant.e su crecimient.o. 

M El uso de células alimentadoras en medio de cultivo 

liquido perm.it.16 por un lado obtener un mayor numero de 

clones, y por el otro dism.iniur el t.iempo de inducción de los 

mismos, en las t.res especies de 'BQ.fv.)lcum... 

M La especie ~4(1.0Lcu.m. a.nn.u.u.m var. Ql~Uu.ocu.lu.m. 

CChilt.ep1n) present.6 mayores requerimientos de cultivo para 

la inducción de crecimiento a partir de c~lulas aisladas. 

M Los valores de eficiencia de plaquoo ~s altos que 

se obtuvieron en este trabajo fueron del 13.04~ para 

Jalapef'{o, 10.80~( para Habanero, y 4.03Y. para Chilt.epin. 

l.A8 



" M El uso del react.ivo de Gibbs con la t.écnica 

modif'ica.da. de Rajpoot y Govindarajan C1981), resul t.6 ~er el 

mtt.s adecuado como m6todo de selección cualitat..iva primaria y 

de dcscart.e, ya que t'ue rápido y confiable para dct..erminar 

dentro de un gran nón .. ::ro de clones cual prcsent.aba una. mayor 

producción de CAPS. 

M La falla de correspondencia cuantit'!t.iva entre la 

sclccc16n primi.\ria y la selección secundaria se debió a que 

cada una de ellas se llevó a cabo bajo condiciones muy 

dif'ercntcs; sin 1~mba:~go, si se observó una correspondencia 

cualit..at.iva entre alnt'-is métodos, lo que permitió establecer a 

la 5clecci6n primaria como método grueso de det.erminaci6n y 

dcscart.o. 

M Las lineas seleccionadas como de mayor producción 

f'ucron la. J12a C<:!39.12 µgC/g peso seco) y la Ji 7<:! C209. 29 

µgC/g peso seco) para la especis Jalapcf"lo; la C29 C139Z. ee 
µgC/g peso secoJ y la C34 C3199. 99 µgC."g peso seco) para el 

chile Chilt..epin y para Habanero se seleccionaron la H40 

C515.4e µgC/g pes:> se:oo), la H39 C619.79 µ<;¡C.'g peso seco), la 

H79 c?ee. 49 µgC/g pes" seco), la H90 C1039. 00 µ<;¡C/g peso seco), 

la H64 C1445.79 µ,C/g peso seco) y la H49 C1717.13 µgC/g poso 

seco). De est.a ma~era se comprobó que la t.ócnica de clonación 

c=-!ular para la o":>t.en~:16n de 11neas con alt.as producciones de 

mc~aboli~os secundari~s fue muy ~avorecedora, ya que permit.16 

generar lineas cuya capacidad biosint..ét..ica 'superó en gran 

mddida a la de los cul t.1vos de los cuales part.ieron. 

tt Las linea:l celulares obt.enidas en est.e t.rabajo 

superaron los ni velc3 de pro~ucción encontrados en otras 

especies de ~(l.fl-ó.c.cu.m. bajo condiciones in. ()U/14, sin embargo, 

t.odavia se enc1Jent..rz.n muy por abajo de los obt..enidos en 

f'rut.o. 

M Tanto la producción de capsaicinoides y el 
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cr~cimicnlo en los cultivos en :;u::;pcnsión de la::> .line.'.ls 

seleccionadas, comc_la capacidad biosint.éLica do cst.a~ y la 

do lo!.'i cull1'1os de_ lo::. que se originaron, no prEJscntó ningún 

lipa de comport.amicnt.o claro que pcrmi~icra establecer 

algur.~ relacién cnlrc los parámetros estudiado~. 

M' De acucr·do al· est.-udio prc:iliminar· de 1'"1 c::.t.abil'id~d en 

l¡.:; ·11r.eaJ .·::oelocciona~a~ ::.e plantea por un lado, que l;i, 

·1~ri.:lbilidac.l" 'obsér.·~a.da· en ::.u _czi.pac.:id.1d bic:;inLDt.ica pude 

h.:..ber ~ido ca:.i:;oda·· por. modificacione~ er1 la-~ exprcsion 

c;,;enCLica ·c:::ambics cpigén6t.icc::o) origino::;,do:. ¡::cr· el régimen de 

:.ubcult.i·.·c::; :an· -~el~cci6n :f. lo:;- que os(u·:ier:on a=:<Pue~t.~=o\ y 

pc,;r ~l oLro -quc~·lZLs --e:apcc.ic:i ;i.qui ~studiada::. pizr·t.enecen al 

grupo do culli·1os carac+..cri:=a.do:; por ~u ií1eslabilidad 

bioqui.micz.i. a lo largo de lo::;: :;ubcult.ivos, por lo que sa 

~ugicre llevar a cabo proceso~ de selección conlinua para. 

a::¡cgurar la product.i·1ida.d y la est..abilidad ·neC:csari.a en el 

dc~arrollo de un proceso biolecnológico. 

M Tanto al fenómeno de Variación Somaclonal como la 

ine~labilidad caract.eri~llca de est..c género plantea la 

r.c..:esid.:..d de u~ar método~ de cor.:::>crvii-ción paro:... cclula:;¡ 

"lcget..alcs que lmpidan la ·1ariabilidad :,· la pd;rdicJa de ta 

capacidad biosinL~t..ica de la~ célula~ ~cl~ccion~da~. 
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