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1. RESUMEN.

La técnica de Cultitivo de Células VYegetales =c ha
conziderado una alternativa potencial en la produccidn de
metabolitos zecundarios, donde qQuedan comprendidos los
capsalcinoldes C(CAPS), compuestos responsables del sabor
picante del chile C(¥anoicumd vy  con amplic wuso en las
industrias de alimentos y farmacetitica, principal mente.

En e3zte trabajo so presentan los resultados oblenidos
durante la seleccion de lineas celulares altamente
productoras de capsaicinoidez, a partir de dos cspecles de
Cansicuwm: B, annuuwm var. anauus C(Jalapefio),. 2. annauwm  var,
plabriveculum (Chiltepin) y B, chinense CHabanero).

Para la cbtenciédn de las lineas celulares se llevd a
cabo la técnica de clonaciédn celular, para lo cual se partid
de la germinacidén in vithe de las semillas, scguida del
establecimiente del tejido calloso y dec los culiives en
suspension, de los cuales se obluvieron las células aisladas.

Durante el plaqueo celular se implementaron wvarios
mé¢todos, encontrandose los mejores rcosultados para Jalapefio iy
Habarero con el método de Weber y Lark modl(‘icado'. mientras
que para Chiltepin el de Horsch rnodiflcado-; en ambos =e
cemprobd el cfecto positive de las =4lulas alimentaderas,
como promotoras del crecimiento en c¢lulas alsladaz a bajas
densidades celulares,

Las eflciencias de plaqueo mas altas que ze obtuvieron
fucron 13.04% para ¥, annuum var, aennuun C(Jalapefiod, 10.80%
para €. cdhinencse C(Habanerol) y 4.032% para €. annuuwm var,
gladrivocufum (Chiltepin2, obzervindose que esta  dllima
especie tuvo mayores requerimientos nutricionales durante la

induccion de clones.



Se establecid como método de selececidn primaria de
capsaicinoldes una modificacldn del propuesto por Rajpool y
Govindarajan €198l> con el uso del reaclivo de Gibbs, el cual
resultd ser rapido y cenflable, aun cuando presentd algunos
preblemas de interferencla.

Se cbtuvieron dos lineas ceclulares altamente productoraz
en Jalapefo (J122 y J172) cuyas producclones varlaron dec
239.12 a 289.99 pgCrsg P.Z.; para Chiltepin sc zclecclonaron
dos (C29 y C34) con hniveles de produccién de 1392. 86 a
3189.99 ugCrg P.S.; micentras que para Habancro se lograron
establocer 6 lineas (H39, H4C, H78, HBO, HS84 Y H48), cuyo
range deo produccidédn fue de S15.48 a 1717.18 ugC-g P. <.

La capacidad biesintéiica de CAPS entrc el cullive de
origen y las lineas que de ¢l se obtuvieron no presentd
ningdn tipe do relacidn clara, lo que también sucedid cuando
se estudio el crecimiente y la produccidn  de estos
compUlestos en lax lineas celulares selecclanadas.

Aun cuando on las lineas obtenidas s observd
variablilidad en la produccldn de CAPS a lo large de los
subcultil vos se pudleron establecer rangos mids o menos claros,
por lo que se sugiere lievar a cabo proceseos de sclecclén
continua, para evitar tanto la inestabilidad como la posible
pérdida de 1la caracteristica de produccldén de cstos
metabolitos.

En base a la inestabllidad cbservada se plantea come
posible cauma la aparicién de cambios eplgenéticos i1nducides
por las wariaciones que se presentan en las condiclones
de cultivo durante los subcultivos. De lo quec resalta la
neccesidad de realizar estudios que permitan esclarecer tanto
las cauzas de cste fondmene come la forma de regularleo
mediante la manlpulacién de las condiclones flsicas yro

quimicas en las lineas selecclonadas.



2. INTROBUCCIOHN.

El gdédnero Banosicum, conocido popularmente como chilc, es
un cultivo que a pesar de ser originario de América del Sur ¥y
a3 Antillas se encuentra amppliamente distribuldeo por e}
mundo, donde forma parte imporihnte en las industrias de
alimentos, de farmacos y de cosmélicos. En la industria
alimantjicia se usa como condimento o por s3sus  propicdades
anticxidantes ¥ antimicrebianas, mieniras quec en la
farmaceulica se aprovechan sus efectos come aneslésizo local
y en tratamientos contra el reumatismo (Pickersgill, 1908
Muga, 1075; Govindarajan, 1988a). Esta imporiancia comercial
del chile se dobke a laz caracteristicas estimulantes vy
picantes que presentan sus frutos, la cual a su vez e
atribuye a un grupo de metabolitos secundarios denominados
capsaicinoldes,

El grupo de los capsalcinoides esta formado por cinco
compuestos analogos, cuyas proporciones varfan de acuerdo a
la especie y a las condiciones de cultlvo bajo las cuales
dichzs especies se oslan desarrollando “Iwai y cal., 1977 a ¥
). Industrialmente los capsaicinoides 5e¢ comercializan coma
urn @xtracto impurc llamadeo “"oleorresina®™, sin embargo su uso
presenta un gran numero de limitantes, cntre las que destacan
el enranciamienlo que sufre con el Licmpo ¥y el bajo
centaonido de capsaicinoides que presenta, lo cual impliza que
los rendimientos de extracoidn de estos compucsioss sean bajos
¥ les costos altos (Purseglove v coll, 1081, Suzubd e
Iwoi, 1984; Long, 19862, Aunadz a l& anterior, 5c tiene l.a
preblemdtica de que estlos melabalites cstan constituides por,
esiructurcs quimicas muy complejas que dificultan zu sinlesis

quimica. En base a esto y a la demanda do estos compuesios ‘en



2l mercado.5e han buzcado alternativas para 3u produccidn ;
entre las que se encuentran las técnicas de CulLXV9 de
Tcojidos Vegetales CFowler, 10832,

Aun cuando se ha establecido la utilidad de ¢sia técniea
para la obtencidn de cultivoz con altas producciones dc
metabolitcs secundariocs, dondc (1] incluyen loz
capsalicinoides, sc ha cncontrado que su cxpiotaciédn a nivel
ccmercial presenta grandes limitaciones, entre las Qque
sobresalen por un lado los bajos nlveles de produccién
comparados con los obtenidos en las plantas n vwe, y por el
otro la wvariabilidad que se presenta cn la produccidn, aun
dentro de un mizmo cultivo C(Zenk, 1978), factores que han
sido solucionados a tLravés de dos grandes alternativas. La
primera de ellas ha sido mediante la manipulacidédn de las
condiciones de cultivo, tanto nutricionales como ambicntales,
que se ha observado presentan algun ceofecto regulatorio sobre
el metabolismo secundario: y la cegunda, a través de la cual
s2 ha mejorado la capacidad biosintétlca hacia la bicslnLcsiﬁ
de un metabolito secundario del cultiveo cuplotandeo unlcamané
su varlablilidad genética mediante la seleccidn, clonacidn vy
estabilizacidn de una linea altamente preductora.

Coma ya ha =szido observado vy discutido por warlos
autores, los cultivos de células vegetalcz cstan constituidos
.por un gran numero de tipos celulares, lo cual 3e evidencia
en todos los niveles, pero scbretodo a nivel biogquimico,
donde la principal implicacidédn es que las células difieren en
su capacidad de producir metabolitos secundarios. Aunado a lo
anterior S@  encuentra la particularidad de que laz
condiciones N vire, son generadoras de variabilidad
genética, fendmeno conocido come Variacidén Somaclonal, ya sea
por la inducclén de cambios genéticos o eplgenéticos a nivel

celular. Aunque estos faclores de variabilidad s  han



conslderado per judiciales para el establecimiento de cultivos
celulares productores. también plantean la posibilidad de
uzarlos come fuente de obtencidon de células variantes, cuya
capacidad biosintética sea muy alta. En base a estas premisas
2onk y col. establecicron en 1977 una estrategla para la
obtoncidér,. de lineas celulares altamente productoras  de
compuestos naturales, la cual aun cuando ha sufrido algunos
cambios continda siendo valedera; esta estrategia basada
unicamente en la explotacison del potencial genftico de la
célula diploide, ha permitido establecer cultiveos cuyas
producciones han igualado e incluso superado las producciones
de las plantas in vive.

Ya que a lo largo del trabajo de investigacldn sobre la
produccién de capsaicineoides por células del génerc €apsicum
en cultivo sumergido que se realiza en el Departamente de
Biotecnologia y Blolingenieria del Centro de Investigacioén y
Estudliosz Avanzados del 1PN se ha observado un alto grado de
variabilidad en la produccidén de estos compuestos, s
planted la necesidad de contar con lineasz celulares con las
caracteristicas de ser productoras y estables, lo cual a 3u
ez permitiria el escalamiento de csLe sistema en
biarreactores de mayor capacidad. De ¢sta manera y con loo
antecedentes Yya expuestos S5Sa  plantearon dentro de este

trabajo los slguientes objetliveos:

1) Establecer el método de plaquec celular que permita
obtener mayores eficiencias de plaqueo en YSapoicum annuum.
var. annuwn, B annuum var. gladtivecudum y €. chinense.

2) Establecer un método de seleccldn primaria que
permita analizar raplda y confiablemente un gran numeroc de
cultivos celulares productores de capsaicinoides.

2) Cbtener y seleccionar lineas celulares de € anauun



var. annuwmn, ¥. annuum var, pgladrivoculum y €. chlnense con’
altas producciones do capsaicinoides mediante un método de
seleccidn secundaria.,

4> Evaluar la influencia de la capacidad biosintética de
capsalcinoides del cultivo de origen, sobre la productividad
de las lineas celulares obtenidas.

3) Relacionar el comportamiento del crecimiento de las
colonias celulares (mancjado como indice de crecimientol y la
producclidn de capsaicinoides en los cultivos en suspension de
las lineas ecelulares seleccionadas.

63 Evaluacidn de la estabilidad de las lincas celulares

a través de subcultivos continuos sin scleoccidn.



3. ANTECEDENTES.

El czpoctro de estructuras quimyicns

rorns vegetal 25 mas ampllw que on quita

Hdo sSrganismos, o3 POr. Lo guc durants siglos los pLanz':.E-.. har:

sxd> usocas por =l hombre zaome  fuentzs pra r'.::.';::al:'.:- _":!é
sroducton tamte 4o importancia quimica, biclsgiza ¥ periilc .
tamts han pasado a Lomar interes lndustrial fFowler, 10842, . :

A pesar de los avances en yuimica organica, nc_—:'e"'h.a,

1 zgrade >sztablecer la proeducci 2n sintética dr.-'“ ¢=ta;.
CLMPUESLos, debide principalmente o gue e_-.,Lo;, : i
gresentar. una esiructura compleja que difi*‘ul‘a

quimica, o 32 puede dar el ca3lo de que el ..a..f.:: Jc
Sea muy elavade comparade caon su e :\c...lén de 1
convencional CFawler, pRai-E Y Suzuki

: Govi ndarajan, 19880,

"

Muches de ostos cempucstes son
seeyndaries”, les  cuales Se h-';.j
Tustanzias no csenciasles para._i}.\ 3
s que ze zncusntiran envuclias 'an'k
alejadas de las wias contrales’”

QU Fn AU maysris o se

crganizmes e inclusoc en ocazicnas.

de i 2z4cs  TempuUcsLos
.ri;;éz¢gi:;= clde . Lag;

plarntas superizros, Inwvastigacisnes. zn . 2l Adrca de bioquimiza

prezontar importancia c:::ncmi::-‘...' .'nucro.,

ipitorevionen en  papelas oool ég:."::_ ¥

soel fglan indisan qua alguncs de clles protegeon. a Lo plant

L o.u

FEARLImSS, LN3eCLot ¥ ohros predadcris, aumsnban |l

capacidad de la mizma para compatir per un habitat poarticular

< tntervienen en la repreduccion del srganismeo mediante la
atracecisn de inceclcs que permitay la polinizoci on
wler, 1384; Balandrin y ccls. . 19882,



‘Péntro de ‘los -motabolltos ..acundarlo_.

cgbrxns: los “aceites csenclale.»'

'qll.‘ul'c'é':i.'do;
alsalzides. Los ctzte : : X
saborizantess, pertumes ¥
ceme tinwuias. csoloranies paral i
farmaceutiza:; y por ultlme 'll"o:;
principalmente a  la producclidn
antaricr e pucde concl uir. "
qua el rango da sachrc_.
ertabelitecs Soeundariozs cz. X
amplic & incluye :ndustr ias
tobidas, de cosmétices,: per fprﬁéi:i.
101>, BT S
Cozde un punt.o dc \-1 ta- de ‘mercads

zomercializan ccmo prodruct.oc de poco"'c;.umen_
sosta, 1o cual ‘sedebe a los problemas
purificacién aunade “a que muchas plantas
cui‘:’.vo d"f'i"‘l' 'y tardado; por 1lo cual"*c:;l.;rl‘l'
encontrar al’.erna.txva-:. para la producclén c-tablc
de estas sustancias., Una de las opeiones qw- act.ual.-ncnt—s‘“
dado resultados :'.:;ti:l‘acturlos. ez 21 uzo-dos
Cultivo de Células Yegetales, cuya aplicaclén
la compafila Mitsui Pctrochemical, ha gencr-’ar.‘c"c;j:n_i.
sistema de produccidn bien ostablecide paras :J.E_,'
shikonina, ol sual £ bEiazintetizade  por c.:lul

Pillsopiamua. sapthacnhizer., ademiz do  gue adston otéf:z;.

sistomas  rsoonémicamzntz  interszsantes a mavel J:.. plantz
Filotc CFujita ¥ col., 1C€1: Shuler, 19e1: Fouwler, 1593-'_"_".
ﬁ-‘.n'.ell Y Emith, 1983: Balandrin v  <s3ls., 19282, Cabke -
mencicnar qus Lodos estos sistemas s2 han legrado '-"Lableccr
a partir de sstudios scobre la influcncia que Yisnen algunos

factores filsices ys/o quimicos sobre el metabolisme secundario



TABLA I. METABOLITOS SECUMDARIOS Y SU APLICACION
1HDUSTRT AL, Ve

SECTOR INDUSTRIAL
¥ PRODUCTO,

FARMACEUTICO

ACTIVICAD

uinina
" Morfina
Czdeina

Di osgenina

Rezserpina 2n
Wincristina '“uf.;:ur.sf.:.-.:
Curseus

ALIMENTICIO _

Taumatina R | coran TRUURALTEIEILE S

Cuinina iagor o Cinchena
tidgareans

AQROQUIMICOS R N -

Piretrinas = Ih:'é'c‘;iciq';: L ehayranehanaun

‘ L g enaifediva,

FPERFUMES. 'AROMAS )

Jazmin Parfume T fEimdaume s

Altar de rosas Parfune - FPada i

(Fowler, 19B22.



Tde. las celulas, los que algunas vece: carocen de fun. raspalde

bioquimice totalmente =lare vy dilucidads,

_En goraral se ha sbaervade que lam eflilas a.n. ume..: dc
de b

ripido crzcrmiznto ¥y que no  gpresentan ':.lgy.ir.. L.Lpo

crganizacién acumulan les productes :c:und:.ria-:.

L[ﬂ.'l B

cantidades, por lc qQue 3 ha delerminado que cxx'-i.ﬂ"_

relacidn inversa sntre el crecimientc, la dif c.-r nciac:x 0,y l 1

acumulacien de esto: compuestos Clindzey vy Ycomar, 1083) :

Ern base a 1o anterior y a laos 'rc:.ult:.do;.f;"','"
que so tienc en la aplicacién indus ..ri.al Jcl
C&#lulaz Vegelales paru  preducir mcLabcl LCa
Tabata €19077 ha propuestos cumpl.r
requer:mienltos gara gQue SU Jsc Lea-

a2Zontar con sclocidades de cr‘ecir.:l'lj.‘t;ﬁ,
bxo..ln...,..,l.: la sulicientcmente albias,
menoer Lienpo, la mayer cantidad de 'prc‘duc'..;: tinal

EYTntar  con celulas genéLlc;ﬁéﬁEc'
asogurar una produccidén conslante. ST

cXBvitar zl catabwolisme acelcrado do lc.a mcta
cn ¢! mejor de les casos, Lnducir su libcraclcn

di)Mane jar <oztos de produccidén bajos.
zistoma mas atracti‘ve al praductor.

Aun  Tuands 3¢ han tomado &n :uent..{";
durante la aplicacidn de =zta técnica exizten
seric de problemas que impiden su explotac‘
entre los que destacan:

- Inestabilidad genetica, lo
variabilidad en 1a producci on.

- Agrogacion czlular.

- Reoduzcion del

zrecimient




ambicritales

producioras

neeimientec dolas

de la. mayeric
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3.1° EL . GENERO  Tapsicum.

Le familia ‘de las Sol anaccas agruga a di
de interss cccnemico, znbirz las @ :fiqinppi-!."ant'es

la papa Crslanum ufcwrsum LD, 1L bcrénjs

L.2, 2l tomate CrXponcasicine ":__-]. S ;baé§

LPursaglove™ .
cols., 10E12, i

Ce ausverde a Heizmer vy Pi::krcvr:glx'.__l--. '.;cr.:‘;;r.:'
Ciplicunr., JUEe Lien= como cen'..rc:r da crié;‘p ;.mcbié.s :!c.-.‘ E.‘ur ¥ '
lasz  Antillas, prcsonta una ‘grrzu".' dlrié;‘ullad CEn 54
clasificacien Laxcnoémica debide esto a la gran diversidad y
variakbilidad cn loz tipes de chjlcs.taﬁLO'culLi‘aadus como
silvestres, a sSus cruzamentos intarespecifices y a la
fertilidad de los hibridos reszultantes:; =in embargo,  estc
grtupe ha recsrocido s6le cinco especias de Cansicum
domesticacas. Esztas especies son: ¥, annuum, €. Rincnoe, 2.
Soccatum, €. [fuutescens y ¥, puldcceens, de las cuales las dos
rrimoras son faz mas azmpllamentoe difundidas on Méxizce.

El geéencro %Bapzicum os usado princrpalmente i las
Industrias alimenticia s farmaccutica, dentre de las grimer
s comercialica por su picor como truto czmplzbto ¢ zn polwve
para la elaburacién de salszaz ¢ chilez en zonssrva, 3in
cmbargoc para cl sazcnamizsntio de wlimenics 2liberides oo mas
canvenaente uzar ¢l oxtracto acziteso del rruts, ol cual os
conccida como “"sleorrezina’. En la industria farmacediica ze
hace uZo do la cleorresina, ya sea caomo cestimulante o
curmipativo n prescripeicnes orales, © come contrairratante
de enfermedades gomo €] reumatismo, la neuralglia y on
inflamaciones de garganta en prescripcichnes cutdneas o

cxternas CHelser y Smith, 1952: Pursceglaove v cal., 12€1; Green
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0.

¥ Flammer. 10 39D . i
Entre laz prepiedades mis importanles de-la olcorresina,
dssats el punts de vwisla Lecnolégicco, . son’ gUl szlor, olor 'y

stodo su picor (Purseglove ¥ col B ."3‘109

-"C—c*.". ndarajan,

Sequn Maga C(197%5), el color es' débi doa’ un’ Vgr':.m numerco
dec pigmentos. ontre los ; c .
capsorutina, f-carctencs,

mientras que el clor ssta dadc~

»-
0

2z gue - destaca v

C 5o

uso
ya que loes

capssieincides . se e e muy ‘pequelas  cantidades

Cmasd mo S ;110 2y 'xl enr‘anciamento que sufre a traves del
tiempo 'y el quclrl;—'.'r.lr'::alxdad ‘se ve influenciada por una gran
cantidad de f‘;nctc;rr.es',talre.;: :'co'm;;: el estadec de madurez del
f"ruLcr. c;l tratamientc tanto de sccade come de trituracién del
frute. 7 sobretedo.dal di salvente usade para su oittraccian.

Cz n-xdor:n_a Fersun laze la preblemilicza antorize 0 por o2l

la n

cetro cesidad.. . de las lncustrias

farmuse can un prhdu*L: Bur

rc:ul“. nECemarss

fidenl
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involucra una gran cantidad de pasos que al final gcnerar-._una'
mezcla de icomeros de picar diferaznta al - de los
capoulcinaldes; por olro lado, su cghlencién a partir ds la”
purlfiéacxon de ecloorrasinas 25 un  process  con bajos
rendimientos y alios costos (Suzuki o Iwai, LOB4; Purseglove
¥y col, ., 10817, ’

En Mewice, €) chlle jucga un papel tan importante denlro
del reégimen allmenticio que sco le conzcidera como parve de"la

cultura del mexicano, enconirandose relacionade can 5US <

creencias v tradiciones C(Pickersgill, 19€93: Long; = 1988
Lemel:, 1986). '

Desde el punte de viata nutrisional, e

fuente de vitominus

importante come

prescnlar algurnos minerales come il hieor o i
protetnan, zarbohidrates v grazas CInstd L:uf"-'
Nutriciwn, 1977: Long, 19262,

Be las copecies de Yaredlium, Tuyes “frutos 1
grado de acapltaciéen v diversidad a2n Mé:ciccfslc' c_ij'c:u.;':n\;{-;j.r; .
annuium, donde 3o incluyen los chiles Jalapéﬂci{' C‘S ’,a-fl;ﬂ_d-'l.uﬁ-
var, anuun) ¥ o les piguines ¥, annuum var, .;Jaduu:..u.[u.m)
Lexs chiles Jalapzles son los mbs importantes cconémicamente
tanto en el mercadoe  naciunal coamo en ol extranjers,
catalogandose camo wna variedad picante: en la actualidad ze
cuenta con dot cullivares mejorados (Jarocho y Papaloapan)
que se formaron por el método de linea purag, & traves de
autofecundaciones y solecciones individuales en poblacicnas
nativas de chile. Les frutzss Ze esta especic zon de forma
sénica, de paredces gruesas p carnosas, de cuerpn cil:ndri;_::awo
aplanada con aApice punltiagudo o chatc. De celer verde cbocuro 7
coun paredes lisas eon estado tiernc y rojo son estrias ol

madur ar.
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En suanto al ch.l.l_.-: Thiliepln, claﬁifi:adc corRw una
varicdad muy pisant®, forma parte del Jrups de les piqyinés
Cllamadss as. por oo tamafic bam poguefol,zunsiderades some
fox tLipos mas silvestres de €. anruuun v probablementc zezn
les preogenttares de los chiles Jalapefios; dentre do esta
wariedad oxiste mucha variacidn en sus  formos, <olores,
sabores vy nombres., Sus frubcs son de mencs dc'13 mllimetros
de dismetro, redendes 2 oval ados, coreccltos ¥y decidusa, s3on

zilvestres y cxiresmadamentc picantes.

Clri de laz eozspeclien do Seancwum zatalogada Ltoambién como <

muy plecantz os 2. chinense Cchile Habancocrod, cuya da.:l.rxbu'r.}.:a_n.
s encuentra l:mitada a la peninsula 2e Yucatan, 3 por ._i.-.-ndr.-_
=uU usze s restringe en su mayor parte a aspectes ——:ulikn.‘x_rx'o‘s"‘r'
reglonales. {los frulcs son pequefas con forma da chmpo ;/_j;'c'::r;."-g
una marcada consitricclén en la base. Yerde claros c.-n Lestado
tierne ¥ con tenos salmén, rojo, caf? o amarillezsal’ madurar.

CPurzegleve ¥ cwl., 1981 ; Pozc v fabeorde, 1984 Loﬁg. 10862 .




3.2 LOS CAPSAICINOIDES.

Como =a menciond anterlormente, los
prescm.ar.' una zerie de compusstos c_o_r.bcldo:
gonerico de capsaicinoides CCAPSY, las cgnl:é
aditivos alimenticios =zon estabilidad: en::
prepledades antioxidantes vy antimi:rcbi.’:in:c'zr_.r
cwpuws oy B, rudiidic (Gowvindarajan, 10873..1"_‘
urna amplia gama de aplicacliones cn la lndu..Lria
ya os=a per sSus efecles scobro el ..1 Lcm.'.\
cardiovascular. como analgesico local ar a.ctuar _.obtc
nourctranomisorss ¢ como estimulante CTodd - y ccl..‘ 1975.
Leeman v Rainer, 1981; Monserrceusorn iy col.,:1082).

La

1

ustancra picante de la oleorrcsina fuc VDb_Lﬁ.ﬂJ.da por
primera wvez en forma criztalina en 1878 por Treﬁh. c}ulén
ademss le dezigne el nombre de capsaicina; Sin embargos no fue
sino hasta 1923 que HNelszon vy Dawszon dicron a conscer 3u
estructura comao H-C4-hidroxi-3-meloxibencill?-g-metilon-8-
enamida o Acido B mclil-G-nonoice de vainillilamina CSu::uLi c._‘
CIwai, 19243, Y s
Posteriormerte, en 1968 Bennett y  Kirby rncd].anLc ¥

estudios de rescpancia magnética y ecspestometris’ g

postularen que el exblracto plcante del chile“rl &:Labz

constituide por 4l mMeEnos CLNSC  COmMpUCSLOS a.r.al'ugrc_'.'.' }.D:’S"
cuales fuercn luecgo estudiades por otros in-m:Liga’dcres,'
quienes astablecicron su estructura guimica ¥ ' 3us
nombres correspondicntes: Capsaicina <23, Dihidrocapsaicina
CDHC2>, lordihidrocapsaicina CNDCY, Homccapsaicina CHCY vy
Hemodi hidrocapsaicina CHDCD . Do estos conpueslos, la
Capzaicina y la Dihidrocapzaicina son loc principales
constituyentes de los frutos, llegande a constituir hazta el

9C% del tobtal de los capsalcinoides en las especies mas
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pizantes, <ambiando dicho porcentaje scgﬁn_.l_:.\' varisdad ,v 1la
miduracien del fruto CIwai ¢ col,, 1977a yb. 1676;1'5;‘u':u-k‘i")"
e 22000 I 3 Tabaw il ue y_;!-e.'.s.-ru.a la estructura qu'i_'nu.;;:.'.'
y grado de picor del grupo de los capsaicinoides. . :

Roopecto & la bBiliosintesis de les capsaizinoides se ha
obszervadc due é3ita e encuentra determinada por el grade de
madurez del frute vy por las condiciones ambientales,
principalmente temperatura ¥ luz., De hccho cn' los Ltribajozs
realizades por Iwal y col. en 19730 zec demazstrd gue el
contemids de capsarcinazidss on S aanuwn vLr SAAUWm SV
Karayatsubusas e detecta & los 20 dias  después de 1':.\ 
floroacidn v aumenta gradualmente con el crezimicnto del fruto’
hasta las 40 diaz, postericrmente csta concontracién
dizminuyc debids prebablemente a que sufren degradacion o
descemposicidn gulmica, mleptraz gquec la ccncant.f.:ci.ér. de
carotenoides aumentd. Estoz mismecs autares on 1977a
obzcrvaron gue la biosintesis vy acumulacisdn de estos
compussics depcende de las condiciones de cultivo,
principalmente de la temperatura, el frotoperiode y la
fertilizacidn., ESus resulliadozs en . enauum var. pgressum
Cchile dulce? mostraron que la bicsintesisz solo se llevd a
cabo bajo condiciones de luz continua duranie la maduracidn
post-cosecha, ¥y que esto sSe rceallz=d en la placenta de las
frutes, mientras que en czndiciones de obszurldad no se formd
nlngun capsalcincide; 153 mismos rosullados fucron obbtenidos
per @3tcs autores C1977h2, al ipcubar frutas inmaduros do
ezta caipgcic  carcntes de pcdiinculo < pr-c:;.:nc.i.:' dc
vaipillilamita ¥ acido 1=gcdprice Camktes prccurscfc: an la
ruta bloslntlétiza do CAPED, tLtanto en condiciloncs do  luz conc
de cobscuridad, ] )

En lcs ecstudlos rcalizades por Balbe y col. ".1068.3. on

chiles de Egipts, e demostré gue existe un incremento
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_ CH,NHCOR -

PICOR EM UNIDADES ORGAMOLEPTICAS
_ , . SCOVILLE MILLCNES ml.rg.
GRUPO R~ 'NOMBRE - Tood y =ol.01077> ferenitch(12g1d.

~
(5]
o

\/\/\ﬂv CAPSAICINA 18.1 Ry
'\{\/\fy OI HI DROCAPEAICT HA 16.1 f Qéé:'*?.*, :t c. ;_ﬁ'
\{NVAVA NORDI HICROCAPSAICINA 0,2 7 q{g‘}: L g; - a.8
\{\y\/\/“ HOMOCAPSATCINA eoros e
\{\J\/\Jﬂ HCMODIHI DROCAPSAICIMNA 8.1 F o.; | a.

©

TABLA II. ESTRUCTURA QUIMICA, NOMENCLATURA Y
GRADO DE PICOR DE LA CAPSAICINA Y
SUS ANALOGQOS CADAPTADD DE SUZUKI Y
COL., 1081; GOYIHNDARAJAN, 1087),



gradual en los nivelos de capsaicinolides con la madurez dol
fruto, yva que el picor 3dlo s2 logrd detectar hazta que loz
frates inizsiaren el cambiec do coloracién d2 rerde & vorde
amarillento, lo cual ocurrid cualrc semonas despuéds deo la
floracisn en las plantas cultivadas @n verans ¥ a las cinco
secmanas en plantas cultivadas en otoflo, de lo gque se concluyd
acdemds, que la velocidad de biosintesizs y la acumulacién de
CAPS e3 mayor en veranc que cn otofio. .
Ciro de los estudios dque demuezira la influencia de lcs

facteres amblentales en la biosintesis dco ostes compucsilos)’

‘es el recalizado por Suzuki e Iwai (190B4), jquiencs dﬂme‘!.r'ax";n T

que las temperaturas menores a 20° C en los culLivc;_ dc
Coepnolium disminuyeron la velocidad de floraclén y ) cl

contenido de capsaicinoides, mientras gue a -Lemperiﬂdﬁ';ﬁ_s'

mayores la sintesis y acumulacidn de ecstos metabolipé_
aliamente favorecida, )

El trabajo presentado per Bubiez <C(citado . ‘
Iwai, 1984 2, mestréd el papel primordial qucs ,jﬁ:ga-n' los
macronutrientes en la prcduceidn de CAPS, zn &1 sc éstablgcié"
que l!a mayor sinlesis de estos metabolites =n 2. umu.un. s
logré aplicande a les cultives 120 kg/ha do potasie, S0 kg.;ha
de nitrogeno y 22 kg.ha de fé&sfero, A su vez, Howak Lcitado
er. Suzuki e Iwai, 19840 observéd que &n 1oz cultivos
hidropdnicos de 2. ennuuwn la acumulacidn de capsaicinoides
esta influcnciada por la cantidad de les micronutrientes
cobra, borc y molibdeno,

En cuante al zitlio de biozintesis de estos compuestos,
les primeros estudios realizadozs por Furuya y Hashimota on
1054 Ccitado en Suruki e Iwai, 10843 determinaron que ésta se
realiza especlificamonte en la placenta del fruto y
especularon que eran scecretados dentro de receplaculos

partlr de células epidérmicas del surcc leongitudinal dc la
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. placenta, como complejos lipidos-CAPS. Posteriormente,”
mediante técnicas de microscopia electrénica, Iwai y col.
€1977a) comprobaron que los capsaicinoides son sintetizados y
acumulados en las células apldérmicas de la placenta. A lo
cual Suzuki ¥y col. (19802 y Fujiwake y col. (19800, agregaron
que la maycor acumuiacidén dentro de estas células epidérmicas
se encuentra en vesiculas similares a vacuolas, Reclentemente
Zamsky y col, (1987), mostraron que los CAPS iniclan su
biogsintesis dentro del compartimiento interno del reticule
endoplasmico de estas céluias y ademas sugicren que las

vesiculas donde se acumulan los CAPS zon formadaz a partir de
fragmentos del reticulo endoplasmico que migran a través del
citoplasma fusionidndoze con el plasmalema, agraegan per otro
lado que el plazmalema debe jugar un papel muy importante en
la excracién de los CAPS a la zona subcuticular del tejido
epidérmico donde se acumulan.

Investigaciones acerca de la ruta biosintética de los
capsaicinoides fueron iniciadas por Bennett y Kirby C1968> en
rrutos de ¥, aennuum y por Leete y Louden c1e88 en frutos de
. fAauwteoceno. Sus resultados revelaron quo tanta la
fenilalanina como la L-valina ¥y la L-lcucina acttian como
precursores en la bicsintesis de los capsaicinoides, donde la
fenilalanina es procursora de la parte aromitica o de 1la
vainillilamida vy la L-Yya.l.lna y L-loucina son precursoras de
la cadena acil-grasa. Estos cstudios fueron posteriormente
comprobadoz por Iwai y col. C1977a y b, 19790, Suzzuki y col.
C1980 y 1981) vy Fujiwake y col. (1880 y 1982), quienes
usaron la especia ¥. annuum var. annuum cv. Karayatsubusa
y propusieron la ruta biosintéitica mostrada en la Figura 1.

Aunque se han realizado un gran nimero de estudios sobre
la ruta biosintética de los CAPS, no se puede considerar ésta
como totalmenle complcta. y- dilucidada, debido a que aun
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rfaltan por determinar los pasos intermedios de un compuesto a
otro, tal como la formacién de vainillilamina a partir del
dcido ferulico., azi come establecer gue enzimas estan
involucradas y cuales son sus caracteristicas C(Fujiwake y
col., 1980; Surzukl e Iwal, 1984). Hasta el momento lo que se
ha llegado a demostrar es que algunas de las enzimas estan
distribuidas en diferentes organelos celulares ya que
mientras la fenilalaninamonicliasa que cataliza. la conversidn
de fenllalanina a 4cldo cinaAmico se encuentra en el citoseol,
la trans-cinamato-4-monoxigecnasa quec cataliza la rcaccién de
acido cinamico a acldo cumirico y la capsaicinoide sintetasa
la cual cataliza la reaccliédn de condensacién de la
vainillilamina y la cadena acll-grasa han sido encontradas en
el tonoplasma de la vacuola, factores que dificultan aun mas
el entendimiento del transporte de los intermediarios de la
ruta CFujiwake y col., 1982; Luckner, 1380).

Respectlao a la formaci 4n intracelular de los
capsalcinoldes, Suzukli e Iwal C€1984> propusiesron que éstos
eran sintetizados a partir de vainillilamina y diferentes
4cidos grasos, en la forma de Acil-CoAs, con la intervencién
de la enzimd capsaicinoide-sintetasa lcocalirada cerca del
Lonoplasma Cmembrana de la vacucla) para luego deposiiarse en
la vacuocla, cuyo contenido es secretado posteriormente al
exterior de la célula y acumulado en el recepticulo como una
mezcla de lipidos-capsaicinoides, -

Considerando ahora el aszpecto de cuantificaciédn, es
necasaric mencionar, que aun cuando sc cuenta con una gran
cantidad de mélodos, la mayoria de ellos prescontan grandes
problemas en su -aplicacién. ya sea que tienen una
sensibilidad inadecuada yrso dan una pobre resolucidén. Por un
lado. sC Lienen los métodos colorimétricos Y

espectrofotométiricoes, algunos de los cuales presentan
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inestabillidad en el color o turbldez, o son muy elaborados,’

costoses Y consumidorecs de tiempo, obtros en cambio sdlo dan
resultados semicuantitativos o 3zu  determinacién ez muy
subjativa. En loz métodos cromatograficos, ya sea de gases o
de alta eficiencia, la principal problemitica e¢s la falta de
gquipe yYa quc en general son los mas confiables en las
determinacionex cuantitativas de CAPS (Iwai y col., 1979;

Bajaj, 1980; Rajpoot y Govindarajan, 1861).
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3.3 EL CULTIVO DE CELULAS VEGETALES PARA LA
PRODUCCION DE HETABOLITOS SECUNDARIOS.

El Cultivo de Célulaz Vegetlalezs conslste en culllvar in
vite cualquier tejldo, érgano o célula vegetal bajo
condiciones aséptlcasz ¥y ambientales controladas, en medios
nutritivos adecuados a la especie y al ab_l‘eu.vo que =sc
persiga, yo sea micropropagaclidn, preservaclén, produccisdn de
metabolitos secundarics o estudios basicos., El uso de esta
t¢cnica para la produccidn de metabolitos secundarios se ha
considerado una alternativa atractiva a los problemas de
extraceidn, de sintesis quimica y de bureza de estos
compuestos, de hecho existen una gran cantidad de metabolitos
que han sido obtenidos mediante esta técnica, algunos de los
cuales se muestran en la Tabla III CFowler, 1983).

Tabata <1977) reconoce que lasz ventajas que ofrece el
cultivo de células vegstales en suspensidn (medlos liguidos),
para la produccidn de metabolltos secundaricos de interés
econdmico son: 2> Se pueden conseguir velocldades de
biozinteslis mas rapidas que en la planta original; b) Se
pueden originar compuestos gquimicos que no se producen por
cultivo tradicional; c) Se puede clevar la productividad
regulando los factores que inciden en la biosintesis y
acumulacidn del producto; d) Se dan buenos rendimientos en
aestructuras tanto organizadas como no organizadas, y e
Existe la posibilidad de realizar blotransformaciones con el
fin de mejorar el produc‘Lo_ Cla bilotransformaciédn de
diglitoxina a digoxinal.

Por su parte, Fowler (19832, desde un punto de vista
bictecnolidgico affade las siguientes ventajas: adIndependencia

‘a las condiciones amblentales tales como climas, plagas,
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TABLA III. SUSTANCIAS OBTENIDAS MEDIANTE
CULTIYO DE TEJIDOS YEGETALES

CFOWLER, 1983).

ANTROGUI NONAS

AGENTES ANTILEUCEMICOS
AGENTES ANTI TUMORALES
AGENTES ANTIVIRALES
AROMAS

BENZOQUI NONAS

CARPOHI DRATOS
GLYCOSIDOS CARDIACOS
DI ANTRONAS

ENZIMAS

INHIBIDORES ENZIMATICOS
FLAVONOIDES

SABORI ZANTES

HORMONAS

INSECTICIDAS

LATEX

LIPIDOS

ALCALOIDES
MAFTOQUI NONATZ
ACIDOS NUCLEICOS
NUCLECTIDOS
ACEITES
ACIDOS ORGANICOS
PEPTIDOS
PERFUMES
FENOLES
PIGMENTOS
REGULADORES DEL

CRECIMIEMTO VEGETAL
PROTEINAS
ESTEROIDES
TANI HOS
TERPENOS
VITAMIMNAS
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coptraztes estacionales. cte.; b2 So generan sistemas de
produccisn definidos, lo cual pesibilita un contrel sobre cl
abastecimiento del mercado, c) Se tiene una mayor constancia
en la produccidén, tanto en la cantidad comec en la calidad, y
d) S requiere poco espacio y mencres tlempos de produccidn,

Sin embargo, existen también miltiples fTactores Calgunos
controlables), que Iinciden en la producclidn de estos
compuestos por cultivo in vitre, los cuales se ‘resumcn en la
Tabla IV. '

La posibilidad de uzar cultivos celularez como sistemas
de preoducciédn de metabolitos secundarios aparccid alrededor
de los affos 30's, sin embargo, no fue sino hasta los S0's
cuando Routier y Nickell presentaron un trabajo en dctalle en
una patente de Pfizer (USA), a partir de ese momento os
cuando la aplicacidn de esta técnica comienza a ser mayor. No
obstante que la iniciacidn de los cultivos celulares no
fue un éxito general, estos fueron acompaflados por un buen
establecimiento de lineas celulares capaces de sintetizar los
productos de interés comercial caracteristicos de la planta
madre; aun asi{, todavia las concentraciones eran muy bajas y
a menudo escasamente existentes. A finales de los 70's, la
situacion cambid sustancialmente y comenzaron a aparccer un
numeroc cada vez mayor de reportes sobre cultivos en
suspensién que biosintetizaban el producto deseado a niveles
cercanos © aun maAs altos que en la planta. De esta manera, se
inicidé la investigacién en sistemas de células vegetales en
una mayor escala tanto en células libres como en
inmovilizadas, asimismo s¢ profundizaron los estudios
referentes al comportamiento bioquimica y fislolégico de la
célula vegetal en condiciones in vitwe y sobre las
interrel aci ones exiztentes entre el creceimiento y  la

biosintesis del metabolito en cuestidén.
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TABLA IY. FACTORES QUE INFLUYEN EN LA PRODUCCION
DE METABOLITOS SECUNDARIOS EN CULTIVOS
DE CELULAS EN SUSPENSTION (Adaptado de
Zinher y Kurth, 1982),

DL LA CELULA VIEIGQGETAL

-~ MWORFOLOGIA DE LA CELULA - DIFERENCIACION
- DOSAJE OENICO - TAMANO DE INOCULO
~ EENSIDILIDAD A LAS FUELRZAS - VELOCIDAD DE
P CORTE GRECIMIENTO
- ESTABILIDAD OENETICA - CINETICA DE
PRODUCCYION

COMPOSICION DEL MEDIO

-~ PRECURSCRER Y ANALOGOS - - FUENTE DE CARBONO

~ ELEMENTOS TRAZA Y VITAMINAS ~ FUENTE NITROOENO

-~ KREGQULADORES DE CRECIMIENTO « FUENTE FOSFATOS

- ADICION DL MICRORCANISMOS - COMPUESTOS
ORUANICOS

CONDICIONES DE CULTIVO

- DISENO DEL REACTOR - pRt
- TRANSFIRENCIA DE OXIOENO - LUZ
= TEMPERATURA - TIFO AQITACION

PFROFPIEDADES DE LOS METABOLITOS SECUNDARIOS
- ESTABILIDAD FISICO-QUIMICA
- ESTABILIDAD DE LAS ENZIMAS QUE LO PRODUCEN

EFECTO DE RECULADORES®

= ADICION PRECUERSORES KN - REFRESION O
CINETICA DK FRODUCCION INIUIBICION FO3FATO

- REPREZION CATABOLICA INDUCCION

- EFECTOS DE BETROALIMENTACION « - EXCRECION
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En base a estos estudios se ha llegade a establecer
una estrategia general para el desarrollo de precesos
biotecnoléglicos con cédlulas vegelales, la cual se representa
en la Figura 2. Craclas a la aplicacldn da czta cstrategia z=c
ha logrado cxitosamente la produccidn a nlvel industrial y la
comarciallzacidn del agente bactericida. antinflamatorio vy
colorante shikonina a partir de cultivos en .suspcnsién de
Eithasnermum crypthrsnfldgsn, por la compafMlia Japonesa Mitsul
Potrochemical CFujita y col., 19812>. Ademas de este prdccso.
existen actualmente otros que se encuentran cn {ase de planta
piloto.

Aun cuandeo el polenclial de esta técnica ha sido
ampllamente reconocido y a que existe s56lo un proceso
comerclial, es claro dque se tienen problemas significantes quo
impiden la industrializacién de estos sistemas. Entre éstos
se presentan la lenta velocidad de crecimiento de las células
vegetales, lo que hace la exparimentaclidn muy tediosa, sc
tienc ademds la necesidad de contar con blorreactores
adecuados a estas células, las cuales son muy sensibles a la
contaminacién y a los esfuerzos de corte a que estan sujctas,
Y a otros factores propios del crecimiento de estos sistemas
en biorrecactores. Sin embargo, el problema principal son los
bajos rendimientos de 1los productos no asocliados al
crecimiento de la mayoria de los culiives, con respecto a los
obtenidos por las plantas n viwe (Shuler y col., 1984). -

Es por esto que se han buscado diferentes alternativas
basadas todas ellas en la estrategia general representada en
la Figura 2, que a su ve: per.mu.an mejorar y controlar la
produccion de estos compuestos en cultivos en suspension, los
cuales a diferoncia de los cultivos semisédlidos presentan
mayores ventajas, ¥ya que los primeros generan agregados

celulares pequetios e inmersos en una fase acuosa en
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FIGURA 2. ESTRATEGIA DE SELECCIOM PARA LA PRODUCCION
DE METABOLITOS SECUNDARIOS EN CULTIVC DE
CELULAS VEGETALES (Stafford y col., 1988).

PLANTA GELLCCIONADA CON ALTA

FRODUCCION DEL HETADOLITO SECUNDARIO

i ]

FLANTAS | smssscsssmdyy | OBTENCION DE MATERIAL < OERMINACION DE

pE CAMPO ASEPTICO SEMILLAZ in vitho

EXPLANTE

SELECCION DE LAS CONDICIONES PARA LA
INDUCCION ¥ MANTENIMIENTO DE CALLOS

EN MEDIO SEMISOLIDO.

of Y

SELECCION DE GONDICIONES I‘STABLIGIN!‘N'!O bx
PARA SBINTEFIS DEL FPRODUCTO CULTIVOS EN SUSPENSION
ANALISIS DE PRODUCCION DIL SCLECCION DE LINKAS

METABROLITO SECUNDARIO ALTAMENTE PRODUCTORAS

SEKLECCION DE LAZR CONDICIONES FARA
CRECIMIENTO CELULAR ¥ FRODUCCION DE

METABOLITOX SECUNDARIOS EN CULTIVOS

EN SUSPENSION,

} ESTUDIOS DE KESCALAMIENTO
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movimiento que facilita cl intercambiao gaseoso, la
eliminacién de los gradientes de polarizacién en el tejido
y la homogenizacién on la distribucién dz los nutrientes,
aumentande por lo tante la velocidad especifica  de
cracimiento CYeoman y Macleod, 13877).

Entre las alternativas que se han propuesto y usado para
elevar los rendimientos de produccidén se encuentran las
siguientes: . '

1.La manipulacidn del medlio de cultilvo Cya sea en los
reguladores de zrccimlento. en las zalez mineralezs o eon la
fuente de carbono, principalmente),

2.La adiclén de precursores,

3.L.a manipulacién de las condlcliones ambientales Cluz,
temperatura, acercacidn y pH),

4,La inmovilizacién celular,

5.La inducelidén de mutantes, ¥y

B.El desarrollc de méltodos de seleccidn para alslar
lineas celulares con altas productividades,
cuyo aobjetivo en comiin es provocar la expresién total de la
informacidn genética de la biosintesis del metabolito de
interés (Shuler ¥y col., 18840,

Aun cuande todazs estas estrategias han dado busnos
resultados, siguen siendo en su mayor parte, acercamientos
semiempiricos debido a la falta de conocimientos de las rutas
biosintéticas de la mayorfia de loz metabolitos, asi{ como de
los mecanismos de regulacidn en estas rutas en los cultivos
n v, aspectos que algunas veces difieren de los que se
llevan a cabo en laz plantas in vivs con difcrentes grados de

diferenciacldn,

30



3.3.1. lANIfULAL'ION DEL MEDIO DE CULTIVOD

La manipulacién de los compuestos' del medio de cullivo
supone 4que baje detorminadas concentraclones las células son
desreprimidas o desinhibidas favoreciendoc c¢on easto la
expresion total de la via y por lo tanto la sintesis del
wetabolito, La formulacidn del moedic afacta no solo la
tniciacion del cultivo sino también la velocidad de
crecimiento, l1la formacién de blomasa y la sintesiz del
producto, de tal forma que se tiene que considerar que los
matabolitos secundarios szon productos que pusdan o no estar
asocladox al crecimiento, en tal caso que las condiciones que
favorecen el crecimiento no necesarlamente aumentan la
sintesis de estos compurstos (Fowlar, 1884; Yeoman, 1086,

El ofecto de los componentes del medio que mas han sido
estudiados son:

3.3.1.1. REGULADCRES DEL <CRECIMIENTO.

Estos son los compuestos que presentan los efectos mas
notorios Lanto en el crecimiento ceolular como en la
produccién de metabslitos seccundarfos., En general, el
tncrementc en los niveles de auxinas Ceomo el 4&cido
2,4-diclorofencd acétical) estimula 1la desdiferenciacién de
las sélulaz y consecutntemente disminuye el nivel do los
metabolitos secundario®; sin cmbargo, estoc no sicmpre se
presenta, tal es el caso de la produccidn de L-Dopa por
Aucuna pruriens. de Ubiquinona 10 por WNcedana talacum y do
diosgenina par Deccerea deliwidea CMisawa, 1995; Ikeds vy
col., 19786),

Se ha encontrado por otro lado que la climinacidn de los
reguladores de crecimiento ha incrementado ¢l mctabolismo
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secundario, lo cual se cbservé en cédlulas inmovilizadasz de
Yapoloum fMuttocens, donde la produccisén de CAPS se elcovd al
doblé. pero se perdis la viabilidad durantc lon subcullivos
posteriores ClLindsey ¥y Yeoman, 198%; Morris, 19098).

3.3.1.2. FUENTE DE CARDBONO.

Entre los factores nutricionales. los carbohidratos
tiehen especial significancia LAn!.u sn la sintesis de
constitluyentes celulares come en la produccisén de metabolitos
socundarios (Misawa, 1989; Fowler, 1884; Stafford y col.,
10805 .

La fuente de carbonce mias usada &5 la 3acarcosa, 2in
embargo, también se han probado la glucosa, la galactosa, la
lactosa, l1a maltosa, la fructosa y el sorbitol, entre otros;
obtenltndzssa los mejores resultados para Yanoloum, tanto en
crecimientc comc en produccién de capsaicinoides, con la
glucosa, la sacarosa y la fructosa. Sc ha observado que al
aupsntio en los niveles de sacarosa mejora la biosintesis y
acusrul acién del producto, mientras que la glucosa no la
afecta e incluso algunas veces la inhibe (Fowler 1982, 1983;
Mantell y Smith, 1683; Collin, 1097,

3.3.4.3. MACRONUTRIENTES,

En general, concentraciones bajas de los macronulrientes
como f4sforec y nitrégeno generan un incremento en la sintesis
de motabolitos secundarios acompafiado de una disminucidén on
1a velocidad de ¢recimionto CFowler, 10642,

Knobtbloch y Berlin C1G80, 19081 y 1983) trabsjandc con
Lathoranifinie aroeus y JHicetiana wdacum mostraron que bajos
niveles de fosfatos en el medio de “inducclén™ provocaron el
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. incremento en la produccién de metabolitos secundarios,’
aumentando sustancialmente las concentraciones de triptamina,
alcaloides inddlicos, nicotina y fenoles, Por su parte,
Mantell y Smith C1983) han sugorido que el efecto de los
bajos niveles de fosfatoz sobre la blosintesls de estos
productos puede resultar del agotamiento de laszs pozas
internas do acumulacién de fosfatos, lo que genora la
desrepresidn de las enzimas del metabolismo secundario. A su
vez cstos mismos autores cobservaron que el fosfato regula la
actividad de la enzima fenilalaninamonioliasa, ya quc
conforme se incrementd la concentracién de fosfato inicial,
la actividad de esta enzima disminuyd,

En cuanto al nitrégeno, se han usado fuecntes Lanto
inorgainicas CNitratos y Amonio) como orginicas Caminoicidosd;
y se ha obsarvado que bajas conceniraclones de nitrégeno
limitan el crecimliento celular y disparan las rutas
metabdlicas secundarias CMizukaml y col., 18977); segun
Hahlbrock ¥ col. (1974) esto se debe a que el nitrdégeno,
especialmente el nitrato, regula la actividad de enzimas
importantes del metabol i smo sacundario, tal como la

fenilamonioliasa.,
3.3.2. ADICION DE PRECURSORES.

La adiciédn al medic de cultive de precursores apropiados
-] compuestos relacionados estimula la capacidad de
produccidn de metabolitos secundarios, sin embargo hay que
tomar en cuenta que el uso de estos compuestos os dificll, ya
que para su adicidn se tienen que considerar varios factores,
entrec los que destacan el estado fisioldgico, la presencia y
actividad del complejo enzimAtico .que dispara la ruta

biosintética a pariir de ese precursor, ademids de que éste no
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sea degradado una vez que ha sido adicionada, ete. Aunque es
cierto que muchos amlnoicidos son precursorez de varios
metabolltos, han surgido dudas en €l sentido de que si todos
ellos son incorporados dentro de la via metabdlica en
cuestidn, adomis de que =s& ha observado ques algunos en
determinadas concentraciones pueden resultar téxdcos para los
cultivos (Misawa, 1985),

3.3.3. MANIPULACION DE LAS CONDICIONES AMBIENTALES.

La manipulacién de las condiciones del cultivo con ol
fln de incrementar la produccién se ha realizado en factores
como la luz, la temperatura, el pH y la aereaciédn. Aunque se
ha observado que estos parametros tienen influencia directa
sobre la biosintesis de metabolitos secundarios, no se ha
llegado a establecer en todos ios casos de que manera so

efectia este efecto.
3.3.4. INDUCCION DE MUTANTES,

En biotecnologia, la induccidn de mutantes en
microrganismos es ampliamente utilizada para inducir la
produccitn de diferentes compuestos; sin embargo en células
vegetales es mucho mas dificil obtener estas mutantes, lo
cual es debido a la complejidad genética de loz eucariontes,
a que las rutazs metabdlicas son mas largas, a la prescncia de
un mayor namero de enzimas y complejos cnzimaticos y a la
falta de conocimientos sobre .l_as' vias biosintéticas de 1la
mayoria de los metabolitos secundarios, asi come de sus
mecanismos de regulacién (Misawa, 1985 2>, A pesar de este
problema se han realizado varios estudios que hacen uso de

esta estrategia. Por cjemplo. Berlin (19812 obtuve lineas
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celulares resistentes a -  p-fluorofenilalanina con  Kicollana
dadacum quc prc:eﬁtaron altoz niveles de fenoles. Por otre
lado, Dous tratd células de Batharanthus raseus con rayos X vy
cbtuve una linea celular con una produccidédn del 2% de

serpentina.
3.3.5. INMOVILIZACION CELULAR.

Una gran cantidad de estudios sugieren que el
metaboliszsmo de las células vegetales se presenta sélo 54
éstas son cultivadas bajo condiciones fizicaz y quimicas muy
semojantes a lac que tlcone dentro de la planta. Esto se puedc
lograr mediante la técnica de cé¢lulas inmovlilizadaz, donde
las velocidades de crecimiento zon lentas vy e tiene la
posibllidad de oblencr células diferenciadas o parcialmentc
diferenciadaz, factores clave c¢n la produccldén de
metabolitos seccundarios ¢ Yeoman y col., 1982; Lindsey v
Yeoman, 1983).

2.3.6. SELECCION DE LINEAS CELULARES.

La producciédn de metabolitos secundarios mediante el
Cultivo de Células Vegetales en suspensién es mucho mas
ventajosa que el aislamiento convencional de Lales productos
a partir de plantas derivadas de cultivos én wviwe;, Sin
embargo, sélo si el producto considerado puede ser producido
en cantidades apreclables (es decir mayoresz que su produccién
convencicnall, ecstables y a un precic igual © aun menor a su
costo por métodos tradiclonzles, s¢ pcdrd hablar  del
desarrollo industrial del sistema (Deus y Zeonk, 10822,

En la actualidad se ha increcmentade el uso del Cultivo

de Cé#lulas Yegetales con el propédsitc de zclcececzionar on cllos
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lineas celulares con una caracteristiica en particular, lo
cual se debe a gque cestos zsistemas presentan mayores ventajas
que la seleccidn a partir de plantas in vive, cntre las que
destacan: a) Los cicloz de crecimiento en los cultiveos n
vitre son mAas corios guc los de las plantas n vive, b) Bajo
condiciones n wvithe sc tiene un control mis precizo del
sistema y por lo tanto estas son mids homogencas, c2 Los
cuitivos in vie presentan respuestas mis rapidas a pequefios
cambios eon la composicién del medio o en las condiciones
nutricionales, d> la manipulacién in vl e5 mis Tacil y
permite tanto estudios basicoes como de ingenieria genélica, o2
los cultivos in Ve requicren de menos espacio y se pueden
mantener por largos perlodos de Liempo bajo condiciones
adecuadas de preservacidn, 3 se pueden llevar a cabo
métodos de seleccldn y mejoramiento en un menor tlempo que en
cultlvos n vive, ¥y g3 las condiciones in uvithe permiten
hacer uso del fendmeno de Variaclén Somaclonal come fuente de
vartabilidad genética (Rhodesz y col., 192872,

Considerando quoc dontt,ro de una gran pobilacién celular se
encuentran células que escnclalmentc produycen cl
metabol fto como resul tado de mutaciones o cambios
epligeneticoz (los cuales seran analizados en el inclso
2.3.6.4), es posible que estas pucdan z=er  identificadas,
aisladas b4 cultivadas, generando con ello cultivos
productores (Ycoman, 10688, De esta mancra, la aplicacidn
induztrial del cultivo deo células vegetales ze ve favorecida
por el uso de lineas cclulares altlamonte productoras, las
cuales son oblenidas explotando explotando la variabilidad
gentélica de laz células somalicas a Lraves de programas de
seleccién adecuados, preferentemente a nivel ccelular ¥y
eligiendo a los cultivos mas estables (Worsubm, 19883,

Aun cuando se han aislado lineas celulares albtamente
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. praductoras de metabolitos secundarlies, 4gue Lncluyen
pigmentos, wvitaminas, alcaloides y esteroides, la situacidn
sigue presentindose poco satisfactoria,.lo cual se debe a que
aun éstas prosentan variabilidad genética que redunda tanto
en su morfologia como en su productividad; esta wvariabilidad,
conoclda coms Variacidn Somaclopal, se genera por las
condiciones n viar, donde los tiempos de duplicacidn y <l
nimero de duplicaciones resultan afectades.

3.3.6.1. HMETODOS DE SELECCION DE CELULAS PRODUCTORAS DE
METABOLITOS SECUNDARIOS.

La selaoccidn sc puede definir como una forma arganizada
de olegir en este caso un organismo, bazandose on una o varias
caracteristicas deseablos. Existen un gran nimero de métodos
de selecclidén, los cuales depeonden tanto del producto de
interés como de las caracteristicas fisicldgicas, anatdmicas,
genétlicas y bloquimicas de las células vegetales,

Para que un programa de seleccidédn &n culllves n vitwe
pueda ser llevade a cabo eficientemente debe de cumplir con
algunas condiciones tales como las que mefalan Tabata y col.,
€19782 y Collin C1887):

i) La variabllidad en la poblacidn celular original debe
ser lo suficientemente alta come para aofrecer una amplia gama
de material a seleccionar,

113 Debe zar posible oblener células ailsladas con buenas
respuestas a los métodos de plagqueo celular,

114D Sa debe  disponer de métodos de seleccidn
sensitivos, rdpldos, baratos y capaces de analizar un gran
namero de muestras on poco tiempo, y

iv) Se debs tomar cen cuenta  todo el conocimlento
disponible scbre Ja via blosintética del compuesto deseado.
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Dentro de las caracteristicas que dificultan los mé&todos
de seleccldn en los cultivos celulares de las plantas
superliorecs, Wersuhm C1988) seffala las siguientles: ad) Las
‘suspensiones celulares contienen en su mayoria agregados de
hasta varios cientos de células; b Como ya se dijo
anteriormente, las células vegetales se caraclerizan por =su
inestabilidad genética bajo condiciones in uitrs, ¢ Algunos
cultivos no presentan las caracleristicas e:.:peradas. sin
embargo pucden exhibir otras o desarrollar algunas nuevas, lo
que indica que bajo condiciones (n vt la informacidn
gendtica no presenta una expresicdén normal; d> Las eficliencias
de plaqueoc (relacidn porcentual del ndmero de células en
crecimiento que se obtienen a partir delb ntmeroc total de
células plaqueadas) son muy reducidas, ya gquc sc ha observado
que existen varios factores, mostrados en la Tabia VI, que
impiden la divizién celular en células aisladas y bajo
condiciones én vitre; o) Los procesos de seleccidn natural
pueden llegar a disminuir © eliminar el nimerc de
caracteristicas seleccionadas artificifalmente.

Aun cuando los términos varfantes y mutantes se usan
indistintamente, es necesario especificar que una linea
celular wvariante es aquella que difiere de la poblacién
normal en algdn rasgo observable fenotipicamente, debido a
cambios genéticos o eplgendticos no comprobados; mientras que
el Lérmino mutante denocta una linea donde la variacidén ha sido
detectada a nivel del gen y ézta cs transmitida
melidticamente,

Las lineas celulares variantes en general han sido
agrupadas en cualro categorias, on base a las cuales ze han
gencrado los diferentes métodos de seleccidn: Categoria 12
Lineas con alguna ventaja selecliva sobre las cdélulas tipo
silvestre baJo. ciertas condiciones, por ejemplo lineas
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visualmente distinguibles de las células silvestras
generalmento por prosentar un compuosto colorido; Catogoria
35 Lineas con alguna desventaja selectiva con respecto a las
células silvestres bajo clertas condiciones, por ejemplo
lineas sensitivas a la temperatura; Categoria 4) Lineas
distinguibles de lax célulasz =silvestres sbdlo mediante
anklisis quimico, como s el caso do la mayoria de las lineas
productoras de metabolitos secundarios C(Yeoman, 19880,

Para 1la Categoria numero 1 los procedimlientos de
seloccidn se basan en la resistencia de algunas de las
células del total de la poblacidn a crecer bajo condiciones
de crecimiento inhibitorio, para lo cual se usan
principalmente aminoAcidos anidlogos. En este caso se tienen
por ejemplo lineas celulares  productoras de fenoles de
Hicatiana talacum gque fueron seleccionadas por su resistencia
a la p-flucrofenilalanina anilogo de la fenilalanina y
precursor de la via de estos compuestos CPalmer y Widholm,
1578; Quesnel y Ellis, 19872, asimismo Ranch ¥y cols. €1983)
obtuvieron setenta y nueve lineas de Datusra nnexla
productoras de triptofano y ssleccionadas por su resistencia
a crecer en presencia de S-metiliriptofano. -

En cuanto al grupo nimero 2, cn donde la seleccién es en
base a compuestos colorides, el procedimiento gencral
consiste en identificar visualmente las células productoras,
removerlas e iniciar los cultivos a partir de ellas. Usando
este método se han logrado establecer lineas celulares de
Daucus cercta productoras de B-carotonos, asimismo se cuenta
con lineas productoras da antoclaninas en &Zea mays Yy
Kanlepannus pracilio, entre otras CwWidholm, 10800,

Cuando =e intentan oblener lineas que presentan alguna

desventaja selectiva respecto a la célula silvestre, caso de
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la Categoria 3, se hace uso de agentes seleclivos contrariocs
qua matan sélo a las células en divisién, Dentro de los
agentes contrasclectivos mis conocidos se@ encuentra ci
S-bromodeaxiuridina (BudR), el cual al ser andlogo de 1la
timidina es incorporadeo en lugar de ésta dentro de 1la
molécula de DNA de las células en divizién, lo que las mata
espontincameante © cuando son expuestas a la ‘1uz. quedando
s56lo aquellas insensibles a este compuesto.

En cuante a la scleccidn de lineas productoras
de metabolitos secundarios (Categoria ntmoro 43, los cualos
en sUu mayoria Son no coloridos, se requiere de mdtodos
analiticoz =ensitivos y especificos al produclo que se desea;
lo cual implica llevar a cabo analisis individuales en cada
clon que permitan detectar cuantitativamente la produccién
del compuesto.

D esta manera, en la eleccidn del mélodo de seleccidn se
debe determinar dentro de cual categoria se encuentra el
compuestlo para asl dizeNar el procedimlento cxperimental,
ademds de que  tLambién es necesario conziderar las
caracteristicas biolédgicas de la planta.

En ol caso de la Calegoria 4 se tienen los mdtodos
de scleccidn primaria y los de selecciédn secundaria, los
primeros permiten el analisis semicuantitativo de un gran
ndmero de auestiras para determinar cual de ellas presenta la
mayor produccién; por su parte, con la selecclédn socundaria,
Ltotalmante cuantitativa, se confirma cual de las
muestiras presenta la caracteristica deseada.

Dentro de los métodos de seleccidn primaria mis simples
utilizados para la obtenciédn de lineas celulares altamente
productoras de metabeolitos secundarics se tienc el llamade
"squash celular*®, el cual permite una estimacion

cualitativa de la cantidad de producto €n un gran ndmero de
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muestras en poco tiempo. Este método, establecido por Ogino y°
col. en 1978 para Jficsteno tadacum, consiste en extraer al
metabolite de las células medlante la presiédn de tLejido
calloso sobre papel flltro, el cual posteriormente es roclado
con un agente especifico para detectar el metabolito en
estudio, tal eos el caso del reactivo de Drangendorff
especifico para alcaleides; aunque cste método tiene ya una
amplia aplicaclidn, presenta la desventaja de requerir el uso
de grandes cantidades de tejido y de ser sélo una estimaclédn
cualitativa; =in cmbargo. a través de su aplicacién, Ogino
logré obtener una linea celular de tabaco con una producciédn
de nicotina del 3. 4% peso seco. Un método alternativo y mucho
mdz sensitivo, capaz de detectar plcogramos de un metabollto,
es el radicinmunoenszayo C(RIAY, primeramente desarrollado por
Zenk y col. (19770 para seleccionar lineas ‘celulares de
Cathararihus recewd productoras de ajmalicina y scrpentina.
Otro método de seleccidn aun mds rapido que el RIA es el uso
de las caracleristicas flucrescentes del compuesto de
interés; este méiLodo fue diseMado por Deus y Zenk en 1982.
qulenes aprovechando la fluorescenclia de la serpentina
producida por células de ¥. asoeuwo lograron establecer lineas
celulares altamente productoras. Actualmente eszta técnica es
ideal como seleccidn primaria o cualitativa por scr réaplda vy
muy sensitiva, aunquo debe ser luego valldada por un método
cuantitativo.

Loz métodos microespectrofotométricos tamblén han sido
usados para analizar b4 sel eccionar lincas celulares
productoras, tal es el caso de snchusa efficinalio y PColcus
8Lumel productoras de &cido rosmarinico C(Misawa, 198%D.

Por otro lado, el uso de métodos cromatograficos para la
selocciédn de lineas altamente productoras resultan muy

adecuados por ser totalmente cuantitativeos; sin embargo,
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presentan Ja desventaja de requerir también de extractos
puros por lo que se deben establecer metodologiaz previas de
extraceidn y purificaciédn del metabolito. Entre los métodos
cromatograficos mhs usados se sncuentran la cromatografia de
capa fina, la cromatografia de gases Yy la cromatografia

liquida de alta eficiencia, principalmente.

3.3.6.2, OBTENCION DE LINEAS CELULARES
CCLONACION CELULAR).

Exdsten varlas posibilidades de generar lincas celularcs
con altas producciones de metabolitos secundarios,
especlalmente son adecuadas las que envuelven el uso ya sea
de cultivos haploides, de protoplastos © con el uso de agentes
mutagénicos; sin embargo Zenk y col. C1977) lograron
desarrollar un procedimienteo para cbtener lineas celulares
altamente productoras de metabolitos secundarios explotando
unicamente el potencial genético natural de 1la célula
diploide. Este método s fundamenta primero en el
conocimiente de que ceélulas derivadas de plantas de alta
produccidn pueden producir callos con una mayor produccién, ¥y
segundo, en que as posible seleccionar de estos cultives
lineas celulares estables y muy productivas, En la Figura 3
se presenta el esquema general para la obtenclidén de lineas
productoras de mt.abolit?s secundarios propuesto per Zenk--y
col., en 1977., el cual se puede resumir de la siguiente
manera: 12 Zeleccldn de plantas altamente producteoras, 20
Establecimiento de cultivos celulares a partir de las plantas
seleccionadas, 3) Obtencidén de lincas celulares mediante la
técnica de c<clonacidn celular, 42 Seleccidn de las linecas
celulares variantes usando procedimientos analitices

sensitivos, 92 Establecimiento de una linea cclular estable
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FIGURA 3. PROCEDIMIENTO GENERAL PARA LA OBTENCION DE
LINEAS CELULARES ALTAMENTE PRODUCTORAS OE
METABOLLTOS SECUNDARIOS (ZENK y col.,1977).
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. con alta capacidad de producidn, y @) Optimizacién del medic
de produccidn para esa linea celular.

Aun cuande la validez de este grocedimiento ha sido
ampliamente establecida, actualmante exdisten dudas acerca de
ia necesidad de pariir de plantas altamente preductoras, lo
cual se debe a dque se Lienen algunos Lrabajos reclentes
donde el faclor de corraspondencia de produccidn in vive v {n
vlre no se cumplid, tal como sucedid al obtener dos lineas
celulares de ¥, Arsews productoras de triptofanc y
rezistentes al S-metiltriplofanc a partir de una planta de
baja produccién (Cresswell, 1986,

La técnica que generalmente se usa para obtener linsas
celularos mediante clonacién, os la de plagueo cclular, la
cual consisltle csencialmente en dispersar una 3suspensién de
células alsladas o de pequeflos agregades en un medio
semizdlido o en algun otro soporte que permita su dezarrollo,
para lo cual las susponsiones son primeramente llevadas a
fraccionamlento fisico, ya sSea por tamizado basado en las
diferencias de Ltamafio deo los agregados ¥y las c2lulas aisladas
o por centrifugaclén en gradiente de densidad discontinua
debido a las diferenclas on gravedad especifica de cada uno
de ellos {Bergmann, 1977; Weber y Llark, 1979; Fuljimura y
Komamine, 19842,

f.a aplicacién de este método ha permitido aislar clones
celulares de un gran namero de especies vegetales, tanto para
fines de estudlios bisicos, como para generar lineas estables
con altas preoducciones de productos naturales. Con el
propésito de mantener la estabilidad de wuna linea es
necesario sometlerla continuamente a programas de scleccion y
mantenerla bajo condiciones 4plimas de preservaclién; de esta
manera se Lienen lineas que se han mantenido estables por

grandes periodos de tiempo, algunas de las cuales son
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mostradas en la Tabla V.

El propédsito principal del plaqueo celular es obtencr
altas eficienciaz de plaqueo (relacidén porcentual del numero
de lineas celulares obtenidas por nUmero de células
plagqueadas)? usando bajas denzidades celulares con el fin de
asegurar que la linea proviene de una sola célula. Sin
embargo, se presentan serios problemas para inducir la
divisién y la formacidén de agregados a partir de células
aisladas, debido a que muchas veces estas células requieren
me jores condiciones nutricionales, de regul adore= de
crecimliento ¥y ambientales. para estimular su crecimiento
CThomas y Davey, 1579).

En base a los estudios realizados por Muir en 1653 se ha
establecido que los cultivos en suspensidn o de callos que se
encueniran enh la fase expohencial de crecimiente, son capaces
de promover la divisidén de células aisladas mediante un
fenémeno conocido como "efecto nodriza*, lo cual indica la
existencia de sustanclias promotoras del crecimientao,
sintetizadas por culiivoz ya establecidos.

Actualmente, este efecto se aplica usando dos grandes
alternativas, una de las cualcz consiste cn plaquear células
aizsladas on algun soparte (papel filtro, papel celofan,
espuma de poliuretano, etc.), que descansa en tejido calloze
o en suspcnsiones celulares en crecimiento activo (llamadas
células alimentadoras). La otra alternativa se basa en el uso
de medio condicionado, c¢s decir medio de cultivo donde ya han
cracido células y por lo tanto presenta sustancias promotoras
del crecimiento (Thomas y Davey, 19735).

Como se observa en la Tabla VI, existen otros factores
que incremantan la eficiencia de plaqueo, los cuales =on
determinados por las caracteristicas propiaz de la célula,

por las condiciones ambientales del cul tivo, por los
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TABLA V. EJEMPLOS DE LINEAS CELVULARES ALTAMENTE
PRODUCTORAS QUE SE HAN MANTENIDO ESTABLES
A TRAVES DEL TIEMPO CAdaptado de Constabel
y col., 1982; Dougall, 198%),
ESPECIE PRODAUKCTO ESTABILIDAD REFEREHCIA
Ammi vionaga VISNAGINA KAUL ¥ COL,1997
Disocorea delloldea DIOSGENINA -+ KAUL Y COL,1508

Panax gnseng

Marinda citifslia
Colaws 8lumel
Xiheonermum
ernpthrarblyon

Fnemea Saialao

Hlcotiana wbacum

GI NSENGOSI DOS +

ANTROQUINONAS 7 ANOS

AC. ROSMARINICO 8 AROS
SHIKONINA 10 ANOS

ANTOCI ANINAS 1 AFO
NICOTINA 1 ANO

FURUYA ¥ COL.,
1972,
ZENK Y COL,1978

ZENK Y COL,1977

TABATA Y COCL.,
1978.

NOZUE Y CoOL,
1987,

OGINO Y COL,
1978.

+ ESTABLES POR MAS DE UN ARO.
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TABLA VI. FACTORES QUE INCREMENTAN LA EFICIENCIA
DE PLAQUEO”.

3, CARACTERIETICAS PROPIAS DE LAS CELULAY VEOETALES
1.1 NECKSIDAD DE AOREJACION
1.3 METABROLISMO CELULAR
1.3 RESISTENCIA A LA PRESION DE SELECCION
1. 4 DENSIDAD CELULAR
1.5 ORADD DE DIFERENCIACION
Z. CONDICIONES DK CULTIVO
2.1 INTENSIDAD LUMINOSA
2.2 TEMPERATURA
2.3 HUMEDAD RELATIVA
3. COMrONENTES DEL MEDIO DE CULTIVO
8.4 CONCENTRACION DE REJULADORES DE CRECIMIENTO
3. 2 CONCENTRACION DE SALKS MINKERALELS
3.9 US0O DE COMPLEMENTOS ORGANICOS
4. CONDICIONES QUE ESTIMULAN KL CRECIMIENTO CELULAR
4.4 USO DE MEDIO CONDICIOMNADO

4.2 USC DE CELULAS ALINENTADORAE

-
EFICIENCIA DE PLAGQUEO: RELACION FOACENTUAL DEL NUMERO DE

CELULAS EN CRECIMIENTO POR NUMERO DE CELULAS FLAQUEADAS,
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. componentes del medic do cultivo y por condicicnes especlales’
que promuevaen ¢l crecimiento celular.

Basandose en el principio dec las células alimentadoras,
Smith ¥y col. en 1994, lograron aumentar las eficiencias de
plaquec hasta un 830% en dos semanas usande suspensiones de
o, mays con una densidad celular de 40 células por
mililitro, por otre lado encontraron que tanto la densidad
celular en la capa alimentadora como el origen de las células
qua la constituyen jJuegan un papel decisive en las
eficiencias de plaqueao,

A su vez, Raveh y col. (1973) enconiraron que el uso de
cédlulas alimentadoras permitid aumentar las cficlencias de
Plaqueao y disminulr la densidad celular de 1 = 105 cdlulas
por mililitro a 1t x 102 células por mililitro, evitando con
exto la coalicidn de las células en divisidn y crecimiento de
Hlcotlona tadacum. Asimismo, Prinberg y eol. (13882, usando
medio condicionado incrementareon diez veces la frecuencia de
formacldén de agregadoz a partir de protoplastozs de Zea mayo,
lograndao ademis caracterizar parcialmente come un
aligosacArido, el factor promstor de su crecimliento, sin
determinar su estructura especifica.

Adamax de los métodos que hacen uso del efecto nedriza,
se han ideado otras cuyc propésito ha sido también aumentar
las eficilencias de plaquec con bajas densidades celulares;
tal es el caso de loz trabajos realizadozs por Conner vy
Meredith L3842 quienes probando diferentos soporics
concluyeron que la espuma de poliuretano inmersa en mediao
liquide permitid velocidades de crecimicnto mayores que cn al
agar, ademis de que permite €l uso de células alimentadoras o
de medio condiclionado.

Una de las ifnnovaciones mis prometedoras de este método

come herramienta para la seleccién de lineas productoras de
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metiabolitos secundarlios, es el usc de adsorbenics que impiden
la inhibicidén © la represién por autorrcgulacison, ya que
adsorben loz mctabolitos gque han sido liberados par la
célula al medio de cultivo; una vez que estos compuestos han
sido adsorbidos pueden ser extraidos de este adsorbente sin
dafar el tejido vegetal, El principio general de esta técnica
s basa en la acumulaclién de estas sustanrciaszs en la capa
adsorbente, su  postericr elucidn ¥y detecc‘ién mediante
diferentes métodos (Knoop y Beiderbeck, 1989).

Entre los adsorbentes mis usados sc encuentran el carbdn
activade sobre papel flltro y las resinas poliméricas con
caracteristicas lipofilicas (Xnoop y Beiderbeck, 1989; Maisch
y col., 1998; Thumanh y col., 1887; Payne ¥y col., 1988,

Tambl én se ha demostrado que las condiciones
ambientales, principalmente la luz y la temperatura, juegan
un papel muy importante en el lncrementoc en la eficiencia de
plaqueo CNagata y Takebe. 1971; Bergmann, 19772.

Como se obzerva en la Tabla VI, aunade a los factores
anteriores existen otlros més que  pueden incrementar
marcadamente la eflciencia de plaguece bajo determinadas
conciciones.

Cabe menclionar que también se ha planteado la obtencidn
de lineas partiendo no de células aisladas sino de pequeflos
agregades, lo cual evitaria todos los problemas concerndentos
a la eficiencia de plaques, pero provocaria mayar
variabilidad en la produccién debido a que se induce el
desarrollo y crecimienico a partir de un gran ntmerc de
células con diferente informacidn genética. La seleccidn de
lineas a partir de pequefios agregados se realiza
principalmente donde se pueda llevar a cabcoc una seleccidn
visual, tal como sucede con los compuestos colorides. Como

regla general se asegura que entre menor sca el tamafio del
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. agregado del cual se parte para la obtencidén de una linea,’
menor serd la probabilidad de que en ella xo presente el
proplena de variabdlidad,

En &l trabajo realizado por Watits y col. Ccitado en
Misawa 19850 se establecid que la seleccidn de lineas do Apio
2 partir de agregadeos do 0.8 centimelroz de diametro
parmitid la producciédn de los aceites csenciales de esta
especie, miontras que ningin producto fue detectado cuando la
seleccidn se realizd a partir de pequefios agregades (0.2~0.3
centimetros de diametro). Por su parte, Kinnersley y Dougall
<1980, con cste mi=mo procedimiento encontraren una
respussta totalmente contraria en cultivos de Daucus caacta
productores de antocianinas. A partir de la informacidén
anterior se puede conciulr que es necesario conocer los
meacani smos genéticos, bioquimicos, rfisiologlcoz ¥
regulatorf{os a f(ravés de los cuales la productividad se ve
afactada CDougall, 19850,

3.3.6.3 LINEAS ALTAMENTE PRODUCTORAS.

En los ullimos aflos se han obtenido grandesz progresos on
el mejoramionto de la produccién de metabolitos secundarios,
mediante repetida seleccidn clonal en cultives n vithe. A
traves de este procedimliento se ha elevado la produccisén de
ubiquinona 10, de 0.03% a carca de O.2% peso scco eon A,
lalacum CMatsumoto y col., 1981). Similarmente, Ogino y (1978
col.logré mejorar dramaticamente el contenido de nicotina on
callos de #. Wwlacum clevando la produccidn de O,004% a 3. 4%,
mediante clonaclidén celular. Por olro lado se han obtenido
linmas con altas producciones do shikonina por simple
seleccidn de agregados de callo muy pigmentados, una de estas
produjo 1.9 wveces miAs que el culltivo del cual partis

50



CMizukaml y col., 1978; Fujita y Hara, 188%5). Por su parte,
Yamamoto y Yamada (1987) lograron obtener lineas de Raouwelliic
serfentina productoras de reserpina con hasta 0.1¥% de
produccidn/ peso seco, basindose unicamente en diferencias de
fluorescencia,

Se han establecido ademis llneas celulares productoras
de antocianinas en diferentes especies vegetales, para lo
cual se empled el método de seleccidn visual seguido de la
clonacidn celular CKinnersley y Dougall, 1980); dentro de
estas lineas se cuenta con una de  Fpomea dalata> que
mediantce 32 selecciones, llegd a presentar un incremento deo
produceldn de 40 veces mids con rcspecto al callo original
durante 39 subcultivos no selectivozs (Nozue y col., 1987).

Yamakawa ¥y col. (19830 lograron aislar una linea de
Yido Aydrid, mediante el plaqueo con células alimentadoras,
la que produjo 3.4 X (peso seco) de antocianinas; a su vez,
Yamamoto y c<¢ol. (C1982) obtuvieron una linea de Suphordia
mildi con producciones hasta siele veces mayores Qque el
cultivo original durante 24 selecclones.

Otra de las especies gue ha sido sujeta a métodos de
seleccldn fue Yondlo Jofenica, cuya importancia radica en su
produccidn de berberina; esta linea s5e obtuvo a través de
repetida clonacién ceclular a partir de agregados celulares y
llegd a producir 13% de berberina/ peso seco, lo que
correspondid a 1.8 g-l dc medio durante 27 subcultivos., ¥Ya
que este compuesto cs potencialmente importante como
antiséplico, =u produccidén mediante cultivo in wvitre ha sido
estudiada por muchos ilnvestigadorez, entre los que deztacan
los trabajos realizados por Fukul y col, (19822 y Sato y
Yamada (19840,

La seleccldédn on Lavendula vena productora de biotina

mediante el wuso del Acido pimelico (precursor de esta
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vitaminad como agente téxico y por lo tanto selectivo de
cédlulas con altas producciones de este compuesto, generd una
linea a parlir de cultivos de tallo con una produccidn 15
vecsas mayor que a1 cultivo dal cual partid, lo que
corraspondid a 0.9 pug de biotina »~ g de células peso
seco, & 55U vez, é&sta fue 10 veces mayor que la encontrada on
cultivos ques partieron de hoja (Watanabe y col., 19820,

En 1993, Zieg y col., reportaron la seleccidn de una
linea productora de piretrinas a partir de Chipsaniimum
cnerarinefalium y recalcaron la importancia de usar el
método de seleccidn mis adecuado, con el fin de evitar
pérdidas de material y tiempo; de los resultados obtenidos en
oste trabajo se plantea ademds la posibilidad de la
influencia del explante y del grado de diferenciacidn del
cultivo sobre la produccidén dc productos naturales, a travds
del Cultivo de Células Vegetales., Por su parte Cormier y Do
<1988>, obtuvieron lineas celulares de Menila ninenita,
productoras de monoterpenos ayudandose del uso de adsorbentes
que incrementaron la capacidad biosintética de estas células,
ya que su aplicacidn impidiéd la acumulacidn de estos
compuestios en el medic nutritive acuoso, evitando asi que su
actividad téxica inhiblera la proliferacidn celular.

En cuanto al geénerc Tapoicum, la obtencidn de lineas
productoras de capsaicinoldes se ha realizado en varias
especies y por diferentes autores. Entre ellos se tienen el
trabajo realizado por Altken y Yeoman (19898) en 2. fauescend
Mill, donde observaron que las lineas obtenldas por el uso de
la reacciédn antigenc~anticuerpo entre la capsaicina y la
albimina e suere humanco presentaban un alto grado de
variabilidad durante los subcultivos, per lo cual propusicron
para el futuro el usc de mdtodos de seleccidn continua y de

mit.odos de criopreservaciédn para estos sistemas.

52



En un estudic presentado por Lindgey y Yeoman en 16695,
para  obtener y seleccionar lineas celulares con altas
rendimientos de capsaicinoides, comprueban gue la produccidn
de estos metabalitos en e, fruteocens varid
significativamente aun en cultives provenientes de un mizmo
antecesor y que no hubo ninguna correlacidn entre el indice
de crecimiento y el contenido de clorofila, este tGliimo como
indicador del grado de diferenclacién celular, con 1la
produccién de capsajicinoides; de sus resultados destaca
ademds, qQue la aparicncia de los callos de las lincas fue muy
variable, s5in embargo, los -pAlidos, compaclos y friables que
no presentaron clorofila en general produjeron
capsalcinoides, mientras que los gque presentaron clorofila
podian © no blosintetizarlos.

Holden y col., en 1996, examinaron la varjiabilidad
interclonal y la establlidad intraclonal de linsas celularas
de ©. fuleocens , con  respecto a  varios aspectos de
crecimiento, estiructura y actividad metabdlica, tal com
grado de rriabilidad, content do da clorocfila, da
proteina,indice de crecimiento, fenoles solublcs ¥
capsalclnoides presentes. Sus resultados mostraron que se
presentd variabilidad eon la morfologia y en la capacidad
bifosintética, aun entre clones derivados de un mismo cultivo
sn suspepsidan, ¥y gue la inestablilidad se presentd en lox
subcultivas sucesivos; este lox llevd a conclulr gue se
requiere de mayor investigacldén dirfigida a conocer las causas
de la variabilidad e inestabilidad de las lineas celulares.

Existen aun mdz trabajos donde se ha aplicada la técnica
de clonaclién celular para generar lineas celulares con altas
producciones de matabolitos secundarios, las cuales son
resumidas en la Tabla VII. Esto resalta, la efectividad de
este método para incrementar el nivel de produccidén basindose
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exclusivamente an €1 potencial g.ndLLéo natural de las’
células vegetales. Sin exbargo se iLieno que tomar en cuenta
1a variacidn que sufren estas células, Ltanto en su morfologia
como on su metabolismo, cuando son mantenidas por largos
periodos de tiempo bajo condicicones n wvitar a Lravés de un
régimen de subcultlveos, y es precisamente esta inestabilidad,
antre otrox factores, la que ha impedido en gran parte, el
progresc en la producciédn comerclal de compuestos de Interdés
industrial mediante la iécnica de cultive de células
vagetales,
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TABLA VII.

¥

LINEAS CELULARES ALTAMENTE PRODUCTORAS
DE METABOLITOS® OBTENIDAS POR PROCESOS
SELECCION EN CULTIVOS in uvitre CAdaptada
dao Constabel y col., 1992; Dou?al.l. 1985).

ESPECIE

PRODUCTO

PRODUCCI OH
pEL PRODUCTO™™

REFERENCI A

Panax plnoeng

Mardnda clrifelia

Colews Blumel

Ziheonermum
erypehnenlipnl 978,

Lassla tera

Dissconea delividea

Flendania
cenfarnaniha

L 1]

GINSENGOSIDOS 278
ANTROQUINONAS 188

AC, ROSMARINICO 1S58

SHIKONINA 12|
ANTROQUI NONAS 810
DI OSGENI NA 21

BI SCOCLAURI NA

2.33

L]
RESPECTO A LOE CULTIVOS (n wive,

FURUYA Y COL,
1g72.

ZENK Y COoL,
1975.

ZENK Y COL,
1977,

TABATA Y CcL,

TABATA Y COL.,
1973.

KAUL Y CoL,
1588.

AXASU Y .COL,
1978,

% PES0 SECO-/FACTOR DE INCREMENTO RESPECTO AL CULTIVO

n vive.
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ECSPECIE PRODUCTO PRODUCTION REFERENCI A
DEL PRODUCTOQ
Coffea arablca CAFEINA 1.6-1 FRISCHKNECHT
Y coL,1977.
Catharanthuo ATMALICINA 1.3 ZENK Y COL.,
nyOQLO 1977.
Arndrapranhio PANICULINA B 0.9 BUTCHER Y COL,
panicilate 1971.
€. avoecuo SERPENTINA o.e/1.e ZENK Y COL,
1077.
€. reoeus SERPENTINA 0.5/ DOLLER Y COL,
i1a7e.
Macleaya microcerpa PROTOPINA C.4/1.3 KOBLITZ Y COL,
‘ 1975.
Ammi visnaga VISNAGIHA 0.3-3 KAUL ¥ COL,
1967,
KHicaticna dabacum GLUTATINA 1/10 BERGMANN Y COL,
1978,
N, cadacum UBIQUINONA 10 Q.8/100 MATSUMOTO ¥ COL.,
1982,
. tabocum NICOTINA 0.9 KINNERSLEY Y col.,
1980.
Panaver oemniferum CODEINA 0.1% TAM Y CoL,
1980.

CONTINUACION TABLA VIIL,
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| ESPECIE

Fochuca officinalic  AC. ROSMARINICC 9.78

PRODUCTO PRODUCCI ON REFERENCIA
DEL PRODUCTO
| Peganum Aoamala SEROTONINA 1-2 SASSE Y CoL,
1082,
L. Asseus CATARANTINA ©.00%8 KUINEY Y COL,
1980.
FPanover comniferum ALCALOIDES 508 KHAMNA Y COL,
1978,
Hicotiana wodica HICOTLHA 0,20 TABATA Y COL.
1978,
Daucue carsta CAROTENOI DES 0.07 TOWNELEY,
1977,
X, tabacum NICOTINA 2.4 OGINO ¥ coL,
‘ 1978,
Hyesocyamuo niger ESCOPOLAMI NA 0. 002 YAMADA ¥ COL,
HI OSCIAMINA 0.02 1om2,
Yalium melugs AC. SHIKIMI CO 10.0 AMRHEIN Y coi,
1080,
X. tobacum PUTRESCIHAS 10,0 BERLIN Y <OL.,
DE CINAMOL 1982,
¥oniis japonica BERBERINA 8.2 SATO ¥ COL,
1984.
T halistwum minuws BERBERINA 1201 HAKAGAWA Y COL,

1084,

DEEKMAMKUL Y COL,

1984,

CONTINUACION TABLA VII.
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- ESPECIE

" PRODUCTD

“ PRODUCCIOH -
“ DEL;i PROCUCTO

Yetis fydnul
Tolulih fpan iy
Roolic frucdsza

Yinwe maaga.

Qrensnadium

wdrum

Rauvellia
reanentina

Lragsanthonum

. ANTOCIAHINAS

FTOQUI NG

ANTROQUINCNAS . “ScHULTE Y ‘ool
S iness
LACTATO DE. . @1 VEILERT Yool
ESTRIZTOSIDINA B Taogr :
BETALANIMAS 0.4 BERLIMN Y coL,
: 10g€,
RESERPINA 0.1 YAHMADA Y COL,
1087, :
SIRETRINAS oL arEe v oo,

et reacfeiivm
Dugidzlis lanate DI ZOXIHA
CUNTINUACION TABLA VII.
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inducldos por los componentes del madic de cultive, cobrotodo

de lcs reguladores de crecimiente CLorz ¥ Scoweroft, 10822,

Laz Loz e sendticaz de >ste fnemanc nr il
zido totalmente dilucidadas, sin ombarge 1] ha
cbksecrvade que la “sariacisdn s da por cambi oz
geneliczs  y  epirgencticos, Loz c¢ambicz cpirgeneticos  zon

de hecho inducidos por las condicicones del cultive in vitw
sobre cl tojido wegetal ¥ por lo tanto son dnicos de la
Yariacisn Somaclonal, estos cambios 3on 2l resultado de
modifizaciones en la expresion de los genes ya sea a nivel de
transcripcidn, traducclidén y~ o post-traduccién, los cuales ze
manifieztan de manera pasajera Vi scn potencialmente
re‘versibles. por lo que no son Gtiles dentro de los fines del
mejoramicnto vegetal C(Meins, 19832; Mantell, 1988: Evanc,
19832,

En cuantc a los cambics genéticos, la polipleidia ez la
anormalidad cromosdmica mads fresuente dentro de ia Yariacién

Somaclonal {Partenen, 198322; ademids se presentan rearrcglos

cramosémicos, cambiocs cn genes zi1topl acmati czTs,
intercruzamientao mitotico, activacisn de elementos
transpcetcnes., camblios inducidos por los dlfcrentes  tipos

celularos del explante y zambios on la expresidn de ciertas
fomilias do multigenes, todos ellos a continuaciédn seran

Erevemente resumidos.
3.32.6.4.1. CAMBIOS EN EL NUMERQ DE CROMOSOMAS.

El cultive in vitwe de células vegectales puede originar
celulazs © plantas aneuploides, llamadaz somaclonez. Estos
incluyen monosomias (2pn - 12 vy brizcmias C2n * 12; se ha
okscrvade adembs gue Su frecucncia aumenta con el Ltiempo ¥

que generzalmentz 2stan ascciadas cen fertilidad reducida
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con proporciones genéticas modificadas en.. la Vpro'gcnlc ; de
plantas autofertilizadas (D" Amato, 1978, Ea‘/li.»s. 19803 ..

Foeonnr, desozLde R B

CAML. . yon

gen Cdominante, semidominante o Iacesiwval en ':_ax'naclf‘nf-::

numercsas cspecies vegetales tales zcemo )

malz, lechuga, “ibaco, ‘cmave, etc., de las cualcs rcsa!.t.u laj"

variant? somaclonal para el gen de la _.I."ohcldc..h:.dr"gcr.a...a'

en malz {Dennizs iy col., 123972,

3.3.6.4.2. REARREGLOS CROMOSOMICOS

Eixlsten un  gran numero do raopeortes dende  3e - han
cumprebade gstructurac cromosdmcas modificadas en’ celulas’
et vty (Baylics, 19800,

Estos rearreglos incluyen Lranslocacicnes, delecleones,
inversiones, tusiones y amplificaci¢n de algunos megmentos.
Eztos camblos, por pequefios gque sean, pucden alterar -la
expresidn ¥ la Lrancmisién gonética de genes c:pc:l:‘ica: para
la producslsn de un compuests particular. Lee . Philllips
C19972 han sugeride dozs mezunismes Jue interviencn oen la
aparicidn de ¢stos cambices genetizem: a2 Lla p.I. .ucl.on
tardla de la hetercecromatina, 3y b)) Deskalance an. 1.:"
nuclestides cemo conzecucncia de la composision dcl 'nedio de

zultive,

3.3.6.4.3. CAMBIOS EN GEMES CITOPLASMATICOS.

Les cambics en genes de cleroplastes 'y mitocondrias
dec cé¢lulas wvegetalez ocurren on una muy alta :‘rccﬁsncia bajc'
condiciones i witre., El Ltrabajo mis detallado sobre este
aspecls ha sido el realicado por Earle y col.f19087), qulenes

observarcon que la esterilidad y la resistencia a la teina T
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en Zea mays se onconbraban contreoladas por DHA mitocondrial.
3.3.6.4. 4. INTERCRUZAMIENTO MITOTICO.

La aparicidn deo mutantes homocigotas recesivas en
plantas regeneradas a partir de cultivos in viter, puede
deberse a procezsos de intercruzamiento mitdtico CMCQOY. El MCO
es una fuente de varlacién unica a la \’.‘.\riaclz;n Somaclopal,
Con el propésito de documentar =1 MCD, Leh iy cols. “zitado zn
Evans 19839 regeneraron plantas de Lomate a partir de 9
lineas con B genes en condicién heterccigota vy ¢bservaron que
19 de las ©1 plantas regeneradas sufricron cl fenomenc de

intercruzamicnto mitdtico,
3.3.6.4.5. ACTIVACION DE TRANSPOSONES.

Existes yo bastante evidencia do gque la actividad de
clemcntos traznsposones aumanta en una gran proporcidn durante
el cultivo in vie., En malz la actividad del componente
activador del tranzposédn Ac-Ds fue detectada en 2 de 04
plantas derivadas independientemente, sSugirlendo upa alta
frecuencia de procesos de recombinacidn <(Benzion y ccl.,
10883, La activaclion de 2lementos sllencieoseos ne
caracterizados ha zido también sugerida por Larkin €1987) cn

tabaco vy alfalfa. .
3.3.6. 4.6, CAMBIOS INDUWCIDOS POR EL EXPLANTE.
Un aspecto interesante de la Varlacién Somaclonal que no
ha sidec totalmente explorado, es el potencial para obtener

una wvariante =5pecifica a alta trecuercia dependiende del

tejido donador. A modida de que mas reoportes aparecen, se
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‘acentua la idea de qua el zamblo del ggene descado es
probablemente proplelada por los tipos ecelulares del explante

usado, al irlciar el cultivo cejular CEvang, 10890,
3.3.6. 4.7, EXPRESION ALTERADA EN FAMILIAS DE MULTIGEMNES

En base a los anallsis genéilccs a nivel molccular ql.‘le
se han llevado a cabe, mis evidencia se acumuia de la
presencia de familias de multigenes ¥y de s5u  diferentc
regulacién ilnducida por las zondiclones in wilrw., De hecho,
Larklan y col. £31985), han postulado que estos rearreglos
alteran la rogulacidn de la expresidan de la familia, de tzl
manera que un gen gque So eXpresaba pasa a ser reprimido vy
olro qua era silencicso pasa a ser sxpresado,

El cstudio de este fencmeno e3 una herramionta valloza
sl ze consldera que algunos gencs impocrtantos agrondmicamente
scn codificados por familias de mulilgencs, por ejomplo genes
qua codifican para glladinas, gluteninas, a-amilasas, entre

otros.

2.3.68.5. VYENTAJAS Y DESVEMTAJAS DE LA
YARTIACION SOMACLONAL.

El uso do la VYariacién Zomaclonal como fuenle de
variabiildad gendtica presenta un gran nimero de ventajas y
desventajas, Entre las venlajas mas sobresalicentes se Lienen:
a) Se puede inducir a una velcocidad mayor, la aparicion de
variabliiidad que permila llevar a zabo la sSeleccidn. an
especies de importancia agronémica o dindusirial con el
propasito de mejorarlias en una determinada caracteristica; bd.
e pueden ablener plantas o cultives wn pite a partir do una

soia célula, medlante la t%cnica de =zlonacién celular,
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evitando con esto la aparicién dec mosalceos tipicos de la
mutagénesis y ia posibilidad de obtener lineus celulares
variantes con caracteristicas diferentes a las esperadas, per
consiguiente, Sc¢ tiene la ventaja de obtener lincas mas
estables en un perlodoc de tiempo mas corto; ¢) Ec favorece la
aparxcién de nuovas varilantezs o mutantes, vya sea por la
activacion de transposones o por el fendmenc de intercambio
mitotico, principalmente, loz cuales ne  aparecen por
mutagéncsis o métodos convenclonales de mejoramiento; dd
Mediante el uso del Cultivo de Tejidos Vegetales es posible
acoplar la induccidn de wvariacién., con la seleccldén a nivel
ceiular. Por la aplicacién de esta técnica se han aislado
mutantes resistentes a  herbicidas, a fltotoxdinas y a
diferentes onfermedades (Chaleff, 19683).

Come consecuencia de las ventajas anterieres, parcez ser
que muchos de loz cambioz genttices induclidoz per ol cultivo
in vithe alteran el metabellzmoe secundario. Baszdndose en este
aspecto, la Variac_ién Sfomaclonal se ha aplicado come técnica
para establecer llneas celulares con elevada produccion de
estoc compuesztcs; de hecho, actuzlmente e tienen warics

cultivos in vltre que se han generado gracias a la Variacion

Somaclonal, anire los que destacan aquellos que producen
shikonina C Xlhoonenmum cphronhizon J, ajmalicina
Ctatharanthus rgoeuUsl , berberina CBandio Jananical , Y

antocianinas CViie Apdaid.

Aun cuando la Variacién Somaclonal presenta grandes
ventajas en su aplicacién, también se Lienen desventajas,
enLtre las que se cncuentran las siguientes: a2 La variacidn
gecherada por estle fendmeno €3 muy azaroza, Ya gue pueden
cbtenerse un gran nUmero de variantes, por lo que oS5
necesarioc anallzar Jun gran numero de clanes hasta obtener el

que prescrita el rasgo de intersdz; sin embargo, una vYez que
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esta variante ha sido elegida se tiene la posibilidad de que
su range de variacidn sea muy pequerio Si =C compara con
alguna otra cobtenida mediante mutagénesis; b2 La varlacion se
ve influenciada por un gran namero de factorces, cntre los que
destacan el material genético da la cdlula, la composicldn
del medic de cultivo y las condiciones del cultivo, por lo que
dentro de un proceso deo seleccidn basade en la Variacian
Somaclonal se debe de plantear y delimitar perf:zct.ament.e bajo
que condiciones ambientales y nutricionales 3e mantendrd esc
cultivo; ) La Variacidn Zomaclonal o3 debida a cambios
genéticos y epigenelicos inducidos por luas condicicones in
vithe, por lo quec e3 factible que las lineas obtenidas
sufran cambicz a través de una generacién a otlra, lo que
recdundard en el grado de eslabllidad del cultivo en el rasgo
deseade (Kibler ¥ Neumann, 1980; Ellis, 1882;: Mantell, 1985;
Scowcroft y Larkin, 1988; Holden y col., 1988; Evans, 1989,
Con estos antccedentes es posible plantear la
explctacidn de la Yariacién Somaclonal resulta una
alternativa muy llamativa para obtoner lincas celulares
productoras de mctabeolitos secundarios, ya que a gpeczar dc zer
una cstrategia somiempirica requicre de monos tiempo que los
metodos convencicnales ¥ la mutagénezis. Esle fendmeno da la
posibilidad de reseleccionar una ifnea pre-=zstablecida con el
fin de aumentar su rendimiento, pero sobretodo de mantener su
eztabilidad, se debe de tomar en cuenta que aun cuando ypa
linea ha sldo establecida es3 posible que =sufra camblos
geneticos o eplgenélicos que redunden en su producclion, lo
cual ez factible conzxderandt? el fendmenc de Variacidn

Somacional.
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4. MATERIALEE Y METODOS.
4.1 MATERIAL BIOLOGICO.

Para Mo realizazion d=l prosentz trabajs sz asaron
semillas d2 las siguientes especies de Sapsweum:
¢. annuwn var., aacuun CJalapeflo zul Livar Jareche?: QOriginario
de VWaracruz, Oaitaca % Chihuahua. Clasificade como picante:
laz zsemillas de esta especle fucron proporcicnadas per la
Promotora Maclonal dc Semillas CPROMNASEY de la SARH obtenidas
a3 3¢ vex de cultlvares mejorados.
€. annuum var. wladniwscalim CChliltepind: COriglnarls dc
Soncra, de orlgen zllvestre y clazificado como outrenadamente
picante. Para esta especle las semdllas fueron <colectadas
manualmente de frutos de plantas silvestres obktenidos cn 2l
mercado de La Merced.
¥, ochincnze (Habanerod: Criginario de Yueatin. Considerado
come cxtremadamente picante. En oste case las semillas fueron
proporclonadas por PRCNASE (SARHD.

4.2 MEDIOS DE CULTIVO.

les medics de cultlvo empleados en oste sstudio fueron

selecclonados de acuerdo a los resultados cbtenl dos
previamente por el grupo de trabajo CRodrigucz y Ramos, 1086;
‘Yelizquez, 1988; Rodriguez., 1989), log cuales fueron los
zlguicntices:

MZ., Medio mineral de Murashige v Zkoog., 10862,

SH. Medio mineral de Schenk y Hildebrandiy, 1972,
cuyas composlcliones se muesiran on la Tabla YITI.L

Para la oblencidén de plantulasz Ze indujs la germinacldm
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TABLA VIII. COMPOSICION DE LCS MEDIOS DE CULTIVO DE
MURASHIGE Y SKOOG (1962) Y SCHENK Y
HILPEBRANDT C19072).

CONCENTRACION EN EL MEDIO (M)

COMPUESTO ) M e

NH, HO, 2.06 x 10:‘: ————————— B
KHO, 1.88 x 10—; 2.50 % 10—‘;
CaCl, 2H,0 3.00 x 10 1.50 % 10
Mg€o, TH,0 1.80 « 1072 1.80 x 1072
KH_PO, a 1,26 % 1072 cmmmemeem
MH H PO, e 2.50 x 1072
SACARCSA 8.90 x 19 8.80 x 1067
KI 5.00 x 10°% .00 % 1¢7°
H4BO, ~1.00 x.w’: 1.30 x 207°
MnSO, 4H,0 9,99 = 107 s.00 x 1072
NaMoO, 2H,0 1,00 %1077 4.0 % ~.c_?
Cugo, 51—:20 1.00210; a.oo-.czc"
‘cacl, eHao 1.00 x 10 ' 4.20 = 1 °
ZnS0, 7H,O0 2.09 x 1072 3.850 % 10‘2 :
Feso, TH,C 1.c0x 10" 5,10 x 107"
Ma, EDTA 2H,0 1.00 x 107 s.40 % 1075,
MIO-INOSITOL 4.00 % 10”' s5.80 % 1072
ACIDO NICOTINICO 4.86 « 107 1,10 x 107
PIRIDOXIMA HCl | 2.40 x 10® 210 x 10°%
TIAMINA HCl 3.00 x 1077 1.50 x 1070
GLICINA 2,00 % 1070 cempmmeo
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in vithe de las semlllas de Zapolcum en los 5irgu1éhtqs”'rhca‘l'csk:' :
de cultive: s : '

ME1, Sales minerales del medio MS ;uple’méﬁﬂ'ézdo cen 2
gl ‘de zacarosa y 1.5 grl de gelrite (Koleo Divison.of Merg
% Co., Inc.? como soporic. - : .

TH1. Sales mincrales del medic SH zuplamen
9-'L de spcarcsa ¥ 1.5 5.1 doe gelrita, o -
Para la induzcisn de tejide calleszs :.é"»Ln'cicﬁ_

hipocotilc de cada plantula on las medios de2 culhi‘v'u':‘“

M2, Sales mineraleos del medic MS :uplcmunta'd_c:"cc.;r." a0

gl de sacarosa, 1.9 g-l de golrite ¥y la :.uxl'r::af .‘.c.tﬂa, -
E,4~diclorafencidacdtico €2,4-D2 en una ccnccntraci:_’:h 2.78 M
SH2. Zales mineralss del medic SH :uﬁlcmcnt.adc cen 20
g.°2 de Iacarasa, 1.8 g1 de gclrit'c 'y -dirércr.tefs
concentraciones de reguladores de craecimionto @ especificos
para cada cspecie de chile, las cuaios se muestiran  en l.;;
Tabla IX. o
les culiives en suspen=idn 32 hiclercn: en . matracaes
Erlenmeyecr de 250 ml do capacidad ¥y zon BC ml de l::':..
siguientes mcdiss de cultivo: ’

MS3, Zules minerales del medico MT suplementado son

3
[a]

4]

9.7l de sacarosa ¥y la awdna 2,4-D =n una conzentracidn 2.
(LN
CH3. Zales mineralos del medic SH suplomentade sen 20
g.”1 de¢ sacarosi y las mismas coneentraclones deo rogul aderas
de ereclimiente Jue sc usaron duranta la induccion da salle on
cada eapecic de chile CTabla IXD.
En la preparacidn de los medios de cullive 3o omplec

gua dosionizada cobterida eon una columna mitnita Barnstza

B

I3l

Zargent~¥Weolch Sclentific Ce.d: el pH e ajusté o 5.7 para
les medias ME » a 2.2 para {os EH, en un polernclémetroc

Flscher Accument Modela S25, usando soluciones de KCOH y HCL
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TABLA IX. CONCENTRACION DE LOS REGULADORES DE
' CRECIMIENTO UTILIZADOS EN LOS CULTIVOS

DE CALLO, SUSPENSION E INDUCCIOM DE

' CLONES DE LAS ESPECIES DE Yapcicum.

| ESPECIE MEDIO CE REGULADOR DE CONCENTRACION
: CULTIVO CRECIMIENTC Lt
CINETIMA 0.c002
=y 2,4-D 8. 200

€. annuin

WAl . GAWLLUAT

us? 2.4-D 8. 750

CINETINA 0. 185

£H 2.4-0 2. 260

2, annuum ’ PCPA . T 10.700
war. gladduwscudum

M 2,4-D 8. 750

CINETINA o c. 002

<H 2.4-D 2. 2c0

(<3

. efinense

b}
[

3-D a, 7s0

a) MEDIO MINCRAL DE SCHENK & HILDEBRANDT107Z).
b MEDIO MINERAL DE MURASIIIGE & SKOOd 1D42),
2,4-D AC, 2.4 DICLOROFENJXIACETICO.

pCOrA! p CLOROFENOXIACETICO,

69



ambas a 0.1 N secgun se requirieran.

Todos los medios de cultivo fueron esterilizados eon una
autoclave a 1S5 lbfpulga durante 1S mihutos, manipuldndolos
postericrmente bajo condiciones de asepsia en una campana de
flujo laminar (HMarca Vecod, de aire filtrado.

4.3 ACONDICIONAMIENTC Y DESINFESTACION
PE LAS SENILLAS.

Para la germinaciédn in vithe laz zemillas fueron
somaotidas a difercntes métodes  de  acondicionamicents v
desinfestacidn, con el propédsilo de accndicionarlaz para
aumentar este porcentaje, Para €. annwmn rLr. annuum
consistid en remeojar las zemillas en agua desztilada durante
48 horas, postericormente ze desinfestaron con ctanol absoluto
durante un minuto seguido por su inmerszidn en hipoclorits de
3o0dio comercial Ccloralex® al 2.5% wv.-v (Cloro activad durante
10 minutes y finalmente 3 snjuagues con agua destilada a@stéril.

Para €. annuum, var. gladrivoculum el
acondicionamiento consistid eon escarifiecarlaz en 4cido
sulftirico 0.5 M durante § minutos seguldo de zu inmersidén en
etanal absoluto un minuto ¥ luego en hipocleorito de zsocdic al
1.0% v~y durante 20 minutos, y por Ultimo 3 enjuages =i agua
destilada estéril.

En el caso de €. chinense las semlllas se remojarcn en
agua destilada durante 24 horas, lucgo se sumergicron un
minuto en ectanol abscluto y 20 minutes on hipeccleriic do zodio
al 1.0% vrv, para terminar &oh 2 enjuagues con agua destdilada
egtéril,

E! procedimiento general para el acondicionamicnto y

desinfestacidén on cada especie se describe on la Tabla X.
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TABLA X.
DE LAS SENMILLAS DE Zoncicum.

METODOS DE ACONDICIONAMIENTO Y DESINFESTACION

.

ACONDICIONAMIENTO . DESINFESTACI CN~

ESPECIE HESO4 REMOJO EM REMOJC EN HIPOCLORITC AGUA

c T HEO DEST. EtOH 100% DE goDIC DEST.

C.“CL T ESTERIL

€. annuum

————— 48 HRE. 1t MIM. 2.58% 1C¢* 3 VECES
war, annuwm
2. annuum o

0.5M §° ————— 1 MIM. 1.0% 0 20' 3 VECES
var. gla#rivsculum
¢ chinense ~——--— 24 HRE. 1 MIM. 1.0% 20°' 3 YECES

.

BAJO CONRICIONES DK ASEPSIA.
G= CONCENTRACION.
T= TICMPO,

C.’Cl= CONGCENTRACION DE CLORO ACTIVO.
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4.4 GERMINACION Y OBTENCIOHN
DE PLANTULAS,

Una vezx que las =zsemillaz fueron acondicionadas y
desinfestadas se procedid a inducir su germinaclién., para lo
cual fuecron ifinoculadas en frascos gerber con 25 mililitros dec
loz medios de cultivo MSl y SHI y mantenidaz a 26s 2% Yy a
una intensidad luminosa continua de 2800 lux proporcionada
por lamparas de luz flucrescente (blanco frio) de 32 watts,

- fa obtenidas las pléntulas se procedid a separarlas y
rotularlas de manera individual con @l fin de ilevar a cabo
su seguimiento a travées de todos los pasos experimentales

hasta la obtenciédn de lineas celulares.
4,5 INDUCCION Y DESARROLLO DE TEJIDO CALLOSO.

Para la induceciodon de Ltejido =zalleso s5c utilizaron
fragmentos de hipocotilo de aproximadamente un centimetrs de
longitud y que provenian de cada plintula germinada in vt
con 3 a 4 semanas de edad: estos fuercn incculados eon los
medics de cultivo MSE2 o SH2, dependiendo del medic donde
hablian germinado.

Er la induccidén de callo se cemplearon frascos de vidriao
CGerber) con 85 mililitros de medio de cultiveo y mantenidos a
una temperatura de 26° 7 2°% y a una intensidad luminoza
continua de 2800 lux C(Volazquez, 1988; Rodriguaz, 198%).

4.68. ESTABLECIMIENTO DE LOS CULTIVYOS EM SUSPENSION.
Los cultiveos en suspensidén se establecieron mediante la

inoculacién de 20 a 40 g-L (peso frescod de telido callosc en

matraces Erlenmecyer de 250 ml de capacidad ¥ con S0 ml de los
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medles de cultive MS3 o SH3.

Estos cultivos se incubaron en una agitadora rotatoria
CHew Brunswick EScientific Co., Inc, modelo 6893), a una
velocidad de 80 rpm y con una amplitud de giro da 2 pulgadas.
La temperatura se mantuvo en 2597 2°C a través de un sistema
de aire acondicicnado, y una 1lluminaciédn continua de 2B0C
lux. Los cultivos fueron resembrados quincenglmc_nta.

Cabe aclarar que para la obtencién de las lineas
celulares 3e usaran suspenslones con mocnos de cinco
subcultives, y gue para la obtencldn de células alimentadoras
se tomaron cultivos en zuspensidn qude se oncontraban en la
fase exponencial de crecimlentec Caproximadamente de B a B

dias después de la Ultima resiembrad.
4.7 OBTENCION DE CELULAS AISLADAS.

Para la obtencidn de células aisladas se emplcaron
c¢lulas en sucpensidn que se encontraban eon la fase de
crecimlento exponencial Ceultivos con B8 a 8 diaz después de
su Ultima resiembrad; estos cultivos fueron filtrades y
¥ lavados con medie de cultivo nuevo a través de tna Serie de
mallas de acero lnoxidable cuyo diimetro menor fue de S0
pm, con el fin de obtener suspensiones con células alzladas
y-'o pequeMoz agregadoas de no mis de cinco célulasz. Una ez
que se tuvieron, se dejaron sedimentar durante 45 minutoz
para luego eliminar el medio de cultivo sobrenadante hasta
llegar a un voluimen de 30 a SO mililitroz, a partir del cual
se llevo a cabo cl plaquco celular.

Para obtener las eficiencias de plaguco Crelacidn
porcentual del numero do células en crecimlento activeo que se
cbtienen por npumera de edlulas Que ne  plaqueand, las

suspensicones conteniendo las células aisladas, fueron
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‘divididas en seiz wvolumenes do 0.8 a 3.0 mililitros en
intervalcs de 0.9 mililitros cada uno y por triplicado, de
manora que el numerc de clones cbtenidos fue un promedio dec
los tres volUmanes correspondientes.

La concentracién celular, considerada como numero de
células por mililitro, fue determinada en cada suspensidn
mediante €l conteo de la misma, en la camara de Mewbawer,
donde ademis se establ ecid si eztaba formada por
células aisladas o por agregados celulares. En caso de que
mAzs del 104 de las células contadas fueran agregados de maz
de cinco células se decidid eliminar esa suspensidén para con
asto evitar que las lineas provinieran de grandes agreogados

celulares, y con ello evitar la variabilidad celular.
4.8 PLAQUEO CELULAR,

Una vez que se tuvieron lot diferentes voluimenes de la
suspensidn celular filtrada, sze procedid a redlizar el
plaques de los mizmos, para lo que ze usaron los sigulentes
métodos CFigura 42:
ad) Metods de Incorporacion: en e! cual cada uno de los
volimenes se mezceld con 20 ml de medio de cultivo MSE o SH2,

dependiendo del medio donde provenfia la suspensisén, a punto
de gelificar c38-37° v se virtieron en cajas petri (Figura
4ad.

b)Y Metodo de Weber y Lark medificadg: esta segunda alternativa
se fundamentd en el métado de Weber y Lark €13979D, para lo
cual se usaron cllindros de espuma de poliurctano de un
centimetro de grozor y B.5 cms., de didmetro, previamente
sometidos a un tratamiento con HCl 0.1 M durante 12 horas ¥
enjuagados cbundantemente con  agua destilada C(Conner  y

Meredith, 19842, Estos cilindros sirvieron como soporte de un
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sistema, que consistid en colocar dentro de una caja petri Cde
9%2 cmz.? esta base de poliuretano, embebida en 30 ml de medio
con células alimentadoras (medio de cultivo fresco con cdlulas
que se encuentran en la fase logaritmica de crecimientod, o

medio condicionado Cmedio de cultivo donde ya hubo

crecimiento celulard, para luego sobreponer una hoja de papel

filtro Cde 8.5 cms. de diimetred, una vez copstruideo este

sistema, se procedid a vertir sobre el papel cada uno de los

volumenes de la suspensién a plaquear, posteriormente laz

cajas de sellaron con parafilm (Figura 4b).

c) Metodo Weber ¥ Lark mcdiflcado*: este método no fuc sine

variante del anterior, donde en lugar de usar cajas petri de
9 x 2 ems. se usaron cajas de 5 w 1.5 ems. ¥ cllindres de
poliurctano de 0.5 cms. de grosor y 4.5 cms. de diAmetro
CFigura 4c),

d) Metodo Horsch modificadg: en esta opcldn se usd el

principic estableclido por Horsch y Jones (1980), donde las
cé¢lulas fueron plaqueadas sobre circulos de papel filtro de
5.5 cms., de diametro, el cual a zu vez se colocd schro medie
semisdlido MS2 o SH2 en frascos de vidrio C(Gerber2 C(Figura
4d>.,
e) Metodo de Horsch modlficado*: esta ultima alternativa
conzlstlid de un sistema formado por el medio semisdlido ME2 o
SHZ2 en frascos gerber sobre el cual se colocd una base de
poliuretano de 0.8 cms. de grosor ¥y 5.5 cms. de diametro,
previamente tratada con HC1 0.1 N (Conner ¥y Meredith, 19e40,
y embebida en 10 ml de suspensidn con ceélulas alimentadoras;
‘sobre la espuma se colocd ademas una hoja de papel filtro del
mismo didmetro, donde z¢ virtieron los diferentesz volumenes a
plaquear C(Figura 4ed.

Todos estos sistemas fueron incubades a una temperatura

de 28°% 2% ¥ a una intensidad luminosa continua de S0 lux.
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FIGURA 4. ESQUEMATIZACION DE LOS METODOS
DE PLAQUEQ CELULAR.

a) INCORPORACION b} WEBER Y LARK
MODIFICADO

o
]
N

c) WEBER Y LARK . d)} HORSCH
MODIFICADO* MODIF[CADO
6 2 . . 3—
e) HORSCH
MODIFICADO*

S5—4p, . __J-4

6 ~2
k]
1. MEDIO SEMISOLIDO - 4. PAPEL FILTRO
MAS CELULAS AISLADAS 5. CELULAS AISLADAS
2. SOPORTE DE POLIURETANO 6. CELULAS ALIMENTADORAS
3. MEDID SEMISOLIDO EN MEDIO LIQUIDO



Es necesario mencionar que todos los instrumentos
materiales usados en cada método fueron previamente
esterilizados en una autoclave a 15- ;|.!:v’pu]..'.;a durante 15
minutos y posteriormente, manejados bajo condiclones de
asepslia en una campana de flujo laminar.

Una wvez oblenidas los c¢lones, pequefios c¢allos de
aproximadamente 3 a 4 milimetiros de diametro, se indujo su
proliferaclién celular mediante su resiembras individuales
cada 30 dias en los medios semisdlidos M=2 o SH2.

Como ya ze menciond en el inclzo 4.7, la suspensidén a
plaquear se dividid en sels diferentes volumenes, cada uno
por triplicado, con el propédsito de calcular las eflclencias
de plaqueo, de Lal forma quec los clones por velumen fucron un
promedico de los encontrados en los tres f{rascos o cajas
petri.

Por olro lado, las células alimentadoras fueron
colectadas de suspensiones en la fasec exponcnecial de
crecimicnto (8 a 8 dias después de la ultima reslcembra? vy
fusron resuspendidas en medlos frezcas ME3 o SH2Z en una
concentracién de 20 a 40 gr/1. Cabe aclarar que las células
alimentadoras siempre correspondieron a las mismas

suspensicnes de las células a plaquear.
4.9 SELECCION PRIMARIA DE CLONES PRODUCTORES DE CAPS

Para llevar a cabo la seleccidn primaria de las lineas
productoras de capsaicinoldes se adapld el método cualitativo
establecido por Oglno en 1978, En esta modificacidn s uzé el
reactivo de Gibbs (2,8-dicloro-p-benzoqulnona-4-cloroiminal,
el cual al reacclonar con los alccholes p-hidroxibencillcos
presentes en la molécula de los capcsalcinoides genera un

coloracién azul (Gierer, 1984), de la siguiente manera:
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Los clones que fueron separades y sembrados de manera
individual se colocaron sobre hojas de papel (iltro de 5,5
cmz. de diadmetro gque a ou vez descansaban en el medio
semisdlido MSZ2 o SH2 en frascos gerber. Estos callos se
dejaron crecer 30 dias y luego 3e rcsembraron directamente con
el medio de cultivo. Los papeles filtro donde crecieron los
clones se dejaron secar a temperatura ambiente durante 24
horas para luego determi nar cualitatfvamente su
contenido de capsaiclinoides con él reactivo de Gibbs, de
acuerdo a la metlodologia establecida por Ra jpoot. y
Govindarajan €1981): una vez secos, los papaeles se rociaron
hasta su saturacién con el reactivo de Gibbs al 0.1% en
acetato de etilo, se c.iejaron secar Yy se embebicron en una
solucidn bUffer de boratos a 'pH 9.8, se mantuvieron 24 horas
bajo condiciones de obscuridad para que se secaran y
generaran una coloracidn azul en caso de haber capsaicinoides,

Loz papeles que presentaron color azul fusron comparados
con papeles con concentraciones definidas de scluciones
estandar de capsalicinoides (Sigma 99X, de tal manera que
fueron clasificados segin la intensidad del color cen las

sigulentes marcas;

MARCA COLOR CAMTIDA DE CAPSAICINA
CAZULD Cugsd
1 MUY LEVE 9.8 A so
2 LEVE 0.0 A 100
3 REGULAR 100.0 A 150

< BUENA ? 130
Loz clones cuyos papeles fueron clazificados como

4.Bucnos ¥y 2.Regularzs, fuercn tomadot para cztablzscer zsus

cultivos en suspensidén donde Se llevd a cabo la seleccidn
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secundaria. Cabe aclarar que aun cuande los clones gque’
intercsaban eran los productores, tambidn se realizd
selaccldén secundaria en clones catalogadas como 1.Muy leves y
2.Laves, con el propdsito de valldar lia seleccldén primaria,
ademAs de que se estudid su estabilidad.

Para descartar la posible interferencia de otros
compuestios propios de la ruta metabdlica de los
capsalcinoides, se hicleron pruebas preliminares tanto en
cromatografia en papel, como de manera puntual usando estos
precursores y el reactivo de Gibbs como detector, de acucrdo
a los métodos establecidos por Joint Comm of the Pharm. Soc.
and the Soc. for Anal. Chem. on Met. of Assay of Crude Drugs
€19842, Pankar y MWMagar, C1977> y Rajpooi y Govindarajan,
€1981),

4.10 SELECCION SECUNDARIA DE CLONES PRODUCTORES DE CAPS,

los clones ya seleccionados fueron llevados a cullivos
en suspensidn en loz madios MS3 o SHA de acuerdo al cultivo
de donde provenian,

Ya cstlablecidos los cultivos se procedid a ektraer y a
cuantificar a los capsalicinocides del medio de cultivo
sobrenadante mediante la Ltécnica de cromatografia liquida de
alta eficiencia CHPLC), segin el inciso 4.13, refiriéndolos
coma cantidad de capsalcina por gramo de peso seco de
blomasa. De esta mancra se determinaron las lincasz con mayor
produccidén y se relaciond este método cuantitative con el
método cualitative de Gibbs. En la Figura 8 se resume la
metodologia para la obtencidén de lineas celularcs productoras
de capsalcinoides.

ESTA TESIS Mo DEBE
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QERMINACION

INDUCCION DE CALLO

CULTIVO EN SUSPENSION

PLAQUEO CELULAR

<> SELECCION PRIMARIA
{ REACCION COLORIMETRICA )

INDUCCION DE CALLO

CULTIVO EN SUSPENSION

—>—0—(—-(- o6

SELECCION SECUNDARIA

DIAGRAMA DE LA METODOLOGIA PARA LA OBTENCION DE CLONAS
DE Capsicum PRODUCTORAS DE CAPSAICINOIDES.
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4.11 INDICE DE CRECIMIENTO.

Con el objetivo de determinar 35i existia una posible
relacidn entre capacidad biosintética y crecimitento celular
se obtuvieron los indices de creclmiento de cada uno de los
cultivos en suspenzidn selecclonados, para lo cual se evalud
el peso seco de la siguiente manera;: el cont.s:nido de cada
matraz se filtré en un embudo PBlchner con papel filtro
¥hatman No. 1 de peso conocido. Las células colectadas se
lavaren con agua deslonizada y se colocaron en una estufa de
vacio Clab~Line Duo-vac oven, Lab-Line Instruments, Inc.2> a
una temperatura de 70°C hasta que alcanzarcon peso constante.
Este procedimiento se llevd a cabo tanto al iniclo y término
del cultivo, para de esta forma obtener el peso seco final y
el peso =zeco inicial de cada wuno. Estos resultadeos se
‘relacionaron en la siguiente férmula para obtcner cl indice

de crecimiento:

INDICE DE PESD SECO FINAL, - PESO SECO IMICIAL
CRECIMIENTO PESC SECO INICIAL

4.12 EXTRACCICN DE LOS CAPSAICYNOIDES.

La extraccién de los capsaicinoides sze realizéd tanto
‘en el medio liquido de los cultivos en suspensidén de las
lineas selecciocnadas como de aquellos de los cuales se
originaron, con el propdsito de. determinar la influencia dea
las caracteristicas biosintéticas del cultivo dec origen scbre
la capacidad productiva de las lineas obtlenidas.

Tomando en cuenta que los capsaicincides zon metabolitos

secundarios que son liberados al medio de cullivo CLindsey y
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Yeoman, 1983; Tapia, 1987; Rodriguez y Ramos, 1988), la
extraccidn se reallzd en 10 ml del medic de cultivo libre de
células con 2 veolumenes de 10 ml de cloroformo. Los extraclos
asi obtenidos fueron llevados a sequedad bajo presion
reducida a una temperatura entre 50° y g0°C. Posterlormente
la muestra fue roesuspendida en un mililitro de motanol para
su cuantificacisn CTapia, 19871,

4.13 CUANTIFICACION DE CAPSAICINOIDES.

En los extractos metandlicos obtenidezs, mantenidos bajo
condiciones de obscuridad, se cuantificéd el contenido de
capsalcinoides mediante la técnica de cromatografia ligquida
de alta eflclencla, establecida por Tapia (19872, Para lo
cual =& empled un cromatégrafo (Marca Tracor) con una columna
Supelcosil-Ci8 fase reversa, fase mévil metanol “agua CE0: 40
v/v) con Q.05M de nitrato de plata a un pH de 2.8 y un flujo
de 1.0 ml/min, asl como un detector de luz ultravioleta a 280
nm e inyectande un volumen de muestra de 10 ul, usando un

estandar externc de Capsaicina.
4.14 ESTUDIO PARCIAL DE LA ESTABILIDAD.

Una vez seleclonadas las lineas productoras en las &2
espaecles, sc procedis a determinar parclalmente su
establlidad, por lo que se hicleron determi naci ones
quincenales durante 2 meses del contenlde de CAPSE en los

cultivoz en suspensidén ya establecidos.
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S. RESULTADOZ Y DISCUSION.
5.1 MATERIAL YEGETAL.

Para la realizaclidn del prosente trabajo se eligieron en
basz a s5u contenido de capsaicinoides a laz cspecies de
fofowcum AWM Var, annuumn Cchilc.Jalapcﬁc). g, urnuum var.
Hadruusculum Cchile Chiltepin? Y z. chinsnie Cchile
Hubanerol, de acuzardo a los resultados chleonidez par Tapia
€1987), mediante la téchica dc crumatograrfia liquida de alta
et'iciencia CHPLCY, los zuales se muestran cn la Tabla XI, =zc
comprobd que tanto los frutos del chile Habanero some lous de
Thiltepin eran lozs que presentzban mayor centenido de
cctos compuestos, sSlendo de 29.8 mg Capsalcinoides/g tfruto
ze@co para el primero y de 7.7€ mg Capsaiclinoides.’g fruto seco
para 2l segundo, ademas de las mejoroes caracteristicas an
cultives in vitas, En cuanto zl chile Jalapcfio, zu eleccldn
nce Sco basd unicamente en su picor, ya que este es bajo C0,.91
mgCapsalcinoides/g fruto seco), aino tambicn ean la
posibilidad de generar una linea estable consziderando gue se
partié de un cultlvar mejorado.

Por otro lado, resultia impertantc observar due para laz
tres varicdades, el capsaicinoids qus so presente @n oy or
cantidad fue la Capsaicina ¥y gue segun Iwai y cal. C1977a,
L7775 1972, Susuki v zol. [ Raloi y lex  anallszis 7
rcalizados per Tapia cCigo87), &3tz al Lgual que la
Dihidrocapsaizcina son los princ'ipalcs constituycntes en las
capecies mAds pizantes, Una vez 2legidas las gspecizs Son la
gue o kL 4 drabajar e prosiguis i 1o zbtens:in odo)
material vegetal; con 21 prepésito de generar plantulas

librzs de microrganismos que servirlan come fuente de
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TABLA XI. CONTEMIDO DE CAPSAICIMOIDES EN

EXTRACTOS DE FRUTO DE DIFERENTES
ESPECIES DE Suarcwim POR HPLC,
CAdaptado de Tapia, 1987).

MUESTRA ™ owpe® ouc™ oue™  upe® ToraL

»

Y. anauum var.

gladriusculum

(PARADITO) o Lan’ [ [ 4.7 > . 04

2. annuum var.

gladrniveculum

(CHILTEPINY 7. o4 -1 0.023 “o.o0z0- &

2, chinense ' )

(HABANERO) 18. 8 & .02 5,57 &

¥, pudesccens . A

(PEROH) ) — e & s

€. annuum

TUSTAS 2. 83 - 0. &7 192 E

€. arinyudn var.,

annuwdn

(JALAPENO)Y 0. ot - - T e o, St

2. annuum var.

tampiguchs

iSEiEANO? 0.83 —— - - —— - o.03

. annuum var.

glalrlesculum

{FIQUIN MERCED} 0. B2 . 318 & 2. 42 15,55

EXTRACCION CON MeOI EH FRIO ¢ AOITACIOM

+ MG/0 PESC SECO;

® CzCATSAICINAS

A&=PRESENTE

HNDC=NORDIHIDROCAPSAICIMNA;

DUC=DINIDROCAPSAICINA; HDC-UOMODINIDROCAPSAICINA.
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material biolégico, para gl establecimiento de tejide callosc
n vilre, y debido a que se iba a llevar a zsabc <l
seguimicento de cada uno de Loz cultivos, 2ra necciaric

partir de la germinacisdn in vitrs dec las semillas de estac

ezpecies ¥ manejar laz plantas como 1nd: i duos
reparados.,
En 21 caso del chile Jzlapcho, las samtlloc

provenlan del cultivar ma jarado ganeticomente llamade
Jarocho, 2l cual habta sido Lambién acendicionado para tencr
un alto porcentaje de germinacidn.

Las =zemillazs del chilo Habanerec no recibiersn ningun
Ltipc de acondicicnamiznto, ¥ las semillas de Chiltepin
fueron colectadas directamente de f'rutes S@Cos. La .
impertancia de la fuente del materlal vegetal radiza en el
hecho de que todas suz caractaristicas scn definitivamente
influenciadas per su origen y-o tratamicnte y las condiciones
de cultiveo (n wviwve, lo cual fue demostrade en los resultados
obtenldos on la germinaclén bajo condicicnes asepticas en los
medios M1y SHL.

Como s2 obsarva en la Tabla XII el mayor porcantaje fue
para las =semillaz acondicionadas del chile Jalapefio, lc
cual era lo esperado; estos valores fuerzsn del 293% =2n ol
medio de cultivo MS1 y del 100 en el SH1. Para lasc 3gsmillas
ne acondicionas del chile Habanero este peoreentiajs fuc del
22% en ol medis MEL ¥ del 174 an el SH1, mizntras gque para cl
chllz Chiltepin =e obtuve 87% de germiracién tante =2n el
medic MS1 come en =1 £Hi,

El Pkajc porcentaje de gex_"minacién :srr‘e;pcndiér.i:; &l
chilc Habanerc, en comparacitn al cbtenideo por Rcdriguezm ¥
Ramoz 198€ 1850, fuc probablemente debide a que las semillas
utiliczadas habkian zideo conservadic por un periodc do dos affos

en concdiciones inadecuadasz, aspacto gquc tuva marcada
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TABLA XII. PORCENTAJE DE GERMIHACION® DE SEMILLAS
DE fanoicum EN DIFERENTES MEDIOS DE

CULTIYC.
HEDIC DE CULTIVD

ESPECIE st
€. annuum sar, annuwm P
{JALAPENO)
2. annuum var, gladrivsculum =7% STK
(CHILTEPINY '
€. hdnense 2% LTH
IHABANEROY

PREACONDICIONAMIENTO Y DESINFESTACION SEOCUN LA

TADLA X.

TEMPERATURA Zdo: ZQC, INTENSIDAD LUMINOSA I800 LUN.
Q) MEDIO MURASHIGCE & SKOOAO {(1PsZ! 51N REGULADORES

DE CRECIMIENTO.

by MEDIO SHENK & NILDEBRANDT (19727 SIN RECSULADAORES

DE CRECIMIENTO.
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influencsia on la czntaminacien de las mizmas bajec cordizicnes
h vithr, ya que tueren zstas cemillaz las que preschtarcn ol
mayer percentaje Zc contaminacion TELMY, goon rzopesio ol de
Jalapefo C20'D ¥y &l de Chiltepin (250D, lo cuzl también =c
.dcbic & quo 1as semillas del chile Hakanera no recibieron
ningun Lipo de acondicionamiento quimicos,

En cuanto al chile Chiltepin, es caracteristico que las
semillas de estos chiles pressnten un bajo bcrcentaje de
germinacicn (9%, sin embargo cemo zc comprckd en  coste
trabajo y en el de YelAzquez €1982), &ste puede zer
incrementado en gran proporcién (57 Tabla XIIY> cuando las
semillas mon cujetas a remo)o con agua por unc o dos dias o

en solucién acida con H 504 0.9M, tratamizntos basados en la

ezcarificacién de cub:‘.eertas protestoraz, gue lez sucede dde
manera natural a las semillas, ya sea por accidn enzimatlca
dentro del tracto digestivo de los pajares quc laz consumen;
por la induccldn de la germinacién causada per ios difzrentes
regimenes de zequia-humcdad-zequlia o por la cscarificacidn
mecanica de =zSus cubiertas protectoraz (Pickersglll, 1989;
Hartman, 1980),

En o2l case del chile Chiltepin <l mé&todo de
acondicicnamiento aplicado fue la ezcarificacisn con acido,
cuyo fin tug el de permeabilizar =21 tegumento de la semilla
de %tal manera que permitiera el pasc cdel agua al embrien y
astimulara su germinacidn., Obro aspecto gqus compruzba aun mas
el ofecto del acondicicnamiento sobre la germinacidn, es el
hecho de dque aun cuando las semillas de Chlltepin fueron
totalmente silvestres cemparadas con las de Habanerc, las
primecras presentaron un maydr pecrecentaje  dekido a a

1
escarificacidédn a que estuvieron sujetas, mientras quec  laz

5]

segundas al nc recibir ningdn tipo de  Leondisionamusonts

quimico presentaron loz miz Fkajcs reosultadoz de georminacién
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LCEE% v 170, Por otro lado, aun cuando ne =& realizaron-
Frucktas quimicazs para determinar ia vlabilldad de laz
semillas, se obzcrvé que las de Hakanero presentarcn un alte
numero de semillas vanas, las cualoes 3e caractericzaron por su
aspecto fisico rugoso ¥ por s5u coloracidn muy t=nuc © muy
obicura con rezpecto ai rescto de las semillas,

Para cumplir el objetivoe de ablznelén de lineas
ceiulares fue necesario partir de células aizladas, lo cual
implica establecer las condiciones nutricionales y de
raguladores de crecimiento donde Se obtuvicran ias mejores
caracteristicas de creclmiento, de esta forma sSo lndujo la
germinacion de las semillas de las tres especies tanto en el
medio de cultivo MSi como en el SHL y proseguir el
establecimiento de cultives n vire, de tejldo callosa y en
suspensidn en eztos medios de cultivo para finzimente clegir
en cual do ellos, se presentaban las suspensiones mas
adocuadaz para la obtenclén de células aisladas. Es preclsze
sefialar que los medios de cultivo ¥ la concontrac:ién de los
reguladores de crecimiento usados en =25te trabkaje fueron
elegidos en base a estudios r=zalizados previamente per 2l
grupo de trabajo CVoléazguez., 1988; Rcdriguexz, 1089; REodriguez
v Ramoz, .198€), donde s5e probd la eficiencia de los mizmes o2n
la induccién de crecimiento de tejido calleszo y células en
suspensidn en estas especies, con lo que a zu e so cumplid
uno de los primeros requisitos estableclidos en la estrategla
para la obtencidn de lineaz productecras de metabolitos
secundarios desarrollada por Zenk ¥ col. en 1977 CFigura @
del puntc 3.3,6,2.2.

5.2 INDUCCION DE TEJIDO CALLOSO.

Una vex obtznidasz las plantulas se procedid a inducir
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tejldo calloso a partir de explantes de hipocctile, para lo
cual cada plantula fue marcada individualmente zon el fin de
llevar o cabo 55U seguimiento.

Zemo ya se dijo, cada cultivo provenla de un unico
indiiduo, los cuales zc¢ indujeron a partir dc hipocotile
debldc a que cn axperaimentos anterizres =c
comprebd que los callos formados de esta parte de la plantdla
generaron tejidos mas friables, ~en  menor t:iampo ¥ con
actividad bilosintética de capsaicinoldes (Volazgquez, 1088),
per lo cual estoz calloz presentaban laz caracter:ziizas mas
adecuadas para 2stablecer lous cultivos cn suspensién. Estos
t'ragmentos fueron sembracdos en los medios de cultiveo ME2 c©
SHZ2 dependiendo del medio de donde provenian con €l proposito
de establecer, zual de ellos era el apropiado para el
establecimiento de los cultlves on suspensisn y lc induccidn
de crecimiento en células aisladas.

Ern los dos medioz probados hubo desarrollo de tejlido
calloso en el transcurso de los primeros 18 dias ern las tres
varledades, sin embargo cada uno presentéd caracteristlcas
particulares de crecimiento, coler i friabilidad.

En la Tabla XIIIl se presenta en forma cualitativa el
efecto del medio de cultivo, 1] o SHZ2 Ccuyas
cemposiciones se especitfican dentro de Matorialos ¥ Métodos),
sobre las caraclerigticas merfoldgicas de les =zalles; de

. est0s5 resultados se puede zoncluir gque para el zhile Jalapefic
'ambos medios fucrsn adesuados Ltanto para la obtznoidn de
callos friables como de buen crecimiento; en cuanto al chile
Habanero, e observa que presentd sus mejores caracteristicas
tants de crecimiconto come de i‘ri;:bilidad en el medio MS2: por
z=u partec el chile Chiltepin tuvo un crecimdente muy lento en
amboz medios ¥y presentd el mejor grado de friabllidad en el
medio SH2.
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INDUCCION Y CRECIMIENTO CUALITATIVO DE

TABLA XIII.
TEJIDO CALLOSO* A PARTIR DE EXPLANTES DE
HIPOCOTILC DE LAS ESPECIES DE fansicum.
ESPECIE ©. anauum 8. annuum e, chlnernoe
MEDIO DE ar . annuum srar, padnadusculem,
CULTIVO C JALAPEfiO? CCHILTEPIHD CHABANEROD
CRECIMIENTO (N4 ¥ +
COLOR BLANGULECING CATE CLARO CAFE
-521 FRIABILIDAD 1y (X3 PR
t INDUCCION: 15 13 1
CRECIMIENTO 4 * v
COLOR PLANGUEGCING CAFE CLARO GCAFE
5“2“7 e re .

FRIABILIDAD

<
L INDUCCION

1%

15

L} < =
TEMPERATURA 28 £ 27C; INTENSIDAD LUMINOSA 2000 LUX

(EVALUADOS 3 SEMANAS DESPUES DE LA RESIEMIDRAL

2 MEPIC MURASHIOE & SKOOO (19352} (TADLA IXH).

b} MEDIO SHENK & HILDEBRANDT P72) (TADLA 1¥).

<) TIEMPO DE INDUCCION EN DIAS.

v, Hi,

++4, ORADO DE CRECIMIENTO O FRIADILIDAD DEL CALLO.
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Como mencionan Yeoman ¥y Maclecd en 1977, la formacién de
tejido calloso depende principalmente de laz condicicnes
nu!.ric;ionaies. de reguladores de crecimento, ambientales vy
de la fuente del ecxplante., por esta razon dentro del presente
trabajoc se tomaron en cuenta como primera aproximaclon las
condiciones de cultivo con el propésito de discernir cuales
scrian las mis adecuadas para la lnduccién de clones, ya que
tanto el callo como éste coinclden eon gran 'partc en sus
requerlmientos. Ademis ze determinéd el tiempo de induccién
del tejidoc calloso para asi considerar en que lapsc se
podrian gencrar los clones celulares.

Aun cuando existen trabajos donde la obtencidn de lineas
celulares productoras de metabolitos secundarlics, se ha hecho
mediante la separacisn de pequefias porcioneszs de callo y zu
posterior apalisis cuantitatlveo de la producczion on cada dna
de ellas, resulta ser un método muy ineficiente, =obretodo
cuando se trata de metabolitos no colaorldoz, debido a que
dentro de los cultivos de callcz =z¢ presentan difercontes
tipos celulares que difieren tanto en sus caracteristicas
genéticas como en su faso de crecimionto, lo cual ec causado
a loz gradlentes de concentraclson tanto de nutrientes como de
regul adores del crecimiento y de la luz incidente (Yeoman Y
Maclcod, 19772, De esta manera @os de esperar que un cultivo
generado de pequefias porcicnes de tejido calloso muestre una
gran variabilidad morfolédgica pero scbretode productoera,
complicindose més la sltuacidn por la incempleta difusidn del
metabolite secundario a2l medio de =zultlve en caso de ser
liberadec al medic. En base a estos anteccdentes se optd por
partir de czcultives en suspen.:.lbn donde Llaz c#lulas  al
estar totalmente dispersas permiten obtener !ineas cziulares
a partlr de células aisladas mediante su clonacien,

disminuyende con elle 1la variubllidad en L& capacidac
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_bliosintética del cultivo.

5.3 ESTABLECIMIENTO DE CULTIVOS EM SUSPEMNSION
PARA LA OBTENCION DE CELULAS AISLADAS.

5.3.1. SELECCION DEL MEDIO DE CULTIVO.

El aostablecimientc de los cultivoz en suspansidn se
realizé tanto en el medic ME3 comc =2n el SH2R para
las +4res varledades de fapsicum, de =2sta manera sc
generaron cultivos con células totalmente libresc o pequefios
agregados calulares disperzoz que permltieron posteriormente
oblener ce¢lulas aisladas, Para la eleccién del medio de
cultivo con @l cual se continuaria trabajande para el
desarrollo des clones celulares se tomarornn come factores
importantes el grado de disgregabllidad que tuviera el
cultivo y el tamaflo de loz grumos que presentaba despues del
crecimlente Clos cuales fueron deberminados
cualitativamented, ya que ambas ‘variables fueron
determinantes para contar con suspensisnes <©on 4n alte
porcentaje de celulas aisladas.

Es lmportante zefalar que clro de los factores tomados
en cuenta fue la velocidad de crecimiento celular, ¥ aun
cuands ningune de ellos fue determinado cuantitativamentco, sc
pudo establecer mediante evaluacldén visual que para el chile
Jalapefo las mejores caracteristicas Ltanto de
disgregabilidad, tamafioc de grumo y wvelocidad de crecimlento
se apreciaron tanto en el medio de cultivo ME3 como en el
£H3, sin embargo durante la obtencién de loz clones no se
prescntd respuesta en el medio MSE3, aun cuyandoc se usaron
celulas allmentadoras durante la induccidn, por lc que =ze

Cpld por eliminarlo y contipnuar el resto de los experimentos
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con el medio £H3.

En el chile Chiltepin se observé que el medio de cultivo
donde se obtuvieron las suspensicnes mas adeccuadas para la
induccidn de clones fue el SH3, ya que con é¢ste sc Luvieron
cultivos con un Lamafo de grumo mis pequelo comparado con el
que se tuvo en el MS2, por otro lado, en este aliimo medic se
presentd cl problema de que los calles fueron mis compactos y
que tanto los cultivos en medio semisolido  cemc loz de
suspensiédn Se tornaron café¢ ocbzscuro al final de su faze de
crecimiento, resultados que concuerdan con los cbtonldos por
Vela-quez= ©19882> y por Ramos C(1988) en csta mlsma especie. La
prasencia de esta coloracién parece ser debida a la slntesls
v oiidacién de fenoles durante esta fasc de creclmiento y no
tanto al envejecimiento del mismo, yYa que por un lado los
autores anteriores reportan que la viabilidad durante esta
fase no disminuyd, y por otro, al resembrarles volvian a tomar
su color café~amarillento ¥ su crecimlento no sc vefia afectado.

En cuanto al chile Habanero se determind que cl mejor
medic era el MS3, donde se obtuvieron suspensicnes muy flnas
en cuanto al tamaMo de grume y con un buen gradeo de
crecimiento, lo cual lo posibilitaba la obtencién de células

alsladas.

5.3.2. SELECCION DEL ESTADO FISIOLOGICO DEL
CULTIVO PARA LA OBTENCION CELULAS
AL SLADAS.

Aun cuando dentro de este trabajo no sc realizaron
cingticac de crecimiento en niﬁguna wvarlcedad, se tomaron en
cuenta datos prestablecides y que fucron obtenidoz bajo las
mismas cendiciones de cultive (Ramos, 19g8; Velairquezm, 1983),

Er. promedio los cultivos en suspensidn del chile Habanero y
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. del JalapeNo alczanzaban la fase estaclonaria entre los 14 y°
18 dias después de la reslembra, mientras que los del chile
Chiltepin la alcanzaban hasta los 28 a 30 dias. Estos valores
resultaron importantes porque para la obtencidén de células
alsladas se usaron cultivos que se encontraban en la fase
exponencial de crecimiento, ya que c¢omo recalcan Conner Yy
Meredith (19842, es durante esta fase cuando las células
pueden soportar clertas condiclones de stress, deblido a que
tienen todo su potencial metabédiico dirigideo a la divisidén
celular. D¢ esta manera Yy con base a loz datos roportados
antericrmente, se establecid el range dentro del cual zZe iban
a tomar los cultivos para la obtencidn de c2lulas alsladas,
correspendicndo éste a los 8 a 8 dlas despuéds de la ultima
resiembra para las especies Jalapefico y Habancro, y 2 los 8 a
10 dlas para toz cultivos de Chiltepin,

Una wvoz costablecido el medio de cultivo para cada
waricdad y el periodo dentro del cual se iban a obtener las
células o plaquear, se procedid a llevar a cabo diferentes
alternativas de plaqueo celular para de esta manera
determinar en cual de ella& se obtenian las mejores

aeficienclaz de plaqueo.

S.4 PLAQUEC CELULAR Y OBTEMCION DE
CLONES CELULARES.

Para el plaguee celular 3¢ usarcn como  indculos
aquellas suspenzicnes cuyo numero de resiembra fuera menor
que cinco, es decir, gque tuvieran menos do dos meses ¥ medio
bajJo <condiciones i witwe, ya que ccocmo recalcan wvarlos
autores, cnire los que sobresalen Baylizs 1973, 19800 vy
Moins €1983), las células bajo condiciones in vitwe sufren de

un gran numero de variacicnes gendéticas y~so epigenéticas
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durante £l transcurso del tiempo, las cualez redundan cn la
varjiabilidad de su capaclidad biosintética ¥y por lo tanto en
su cstabilidad.

Por otro lado, <omoc ya se dijo anteriormente, las
suspensicnes que sc  plaquearon fueron acquellas que se
encontraban dentro de la fase logaritmica de crecimiento, ya
que como ha sido seflalado por varios auteres centre los que
destacan Reynoldz y Murashige €1979) y Conner y Meredith
C1984), e= en esta fase cuando las células tLienen sSu mejor
respuesta de crecimiento ya que todos sus mecanismos
bloquimicos estan dirigidoz a la proliferacidn celular; sin
embargo esto no sicmpre se cumple, se ha encontrado que aun
cuando las células estin preparadas para dividirse sec ticene
la problematica en la célula vegetal dec que cuando estan
alsladas necesitan mayores requecrimientos nutriclonales, de
reguladores del crecimiento y ambicntales para responder a la
proliferacidén de tal forma que es necesario conslderar ademas
todos e3stos factores cuando el  propdsito final es  la
obtencién de clonez celulares.

De hecho no exdsten sistemaz vegotales en los que no se
haya necesitado la aplicacidn do faclores externcs para
lograr inducir la divisién celular en células aisladas; entre
lc3s cuales se han investigade factores referidos a las
ccndicionez amblentales (luz, temperatura, humedad), a las
caracteristicas propias de las células (metabolizmo celular,
necosidad de agregaclidén, grade de diferenclacidn, entre
otros), a las caracteristicas del medio de cultivo
Cconcentracidn de los reguladores de crecimiento, de las
sales minerales, uso de cémpuesLos organicos) Yy a
determinadas condicicnes que estimulan el crecimiento celular
Cmedio condicicnado y <¢é&lulas alimentaderas), un brevce

resumen de ellas se presenta en la Tabla VI.
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Para la cbtenci én de ‘una suspensidn compuesta
princlpalmente de células aizladas fue necesaric tzmizar los
" cultives, ya que generalmente estaban * constituides por una

mozcla de diferentes tipos celulares, los cuales varian tanto
en sus dimensiones como en sus caracteristicas fisioldéglcas y
genaticas, De osta forma, al tamizar sc aumcntaba la
probabllidad de que los clones obtanidos provenian de una
s0la cédlula,

En base a2 la literatura, el método de plaquco celular
qua 3¢ roealizé primeramente fue el de Incorporacien CFlgura
4a dentro de materiales y métodosd, zin embarge como se
mueztra en la Tabla XIV, no se obtuvieron rasultados an
ninguna de las tres variedades, lo cual se debid pozsiblemente
al stress causado por la temperatura a la que estuvieren
sujetas las ceélulas cuando se mezclaron con medio de cultivo
a 35-37°C. Posteriarmente ¥ en base al método establecido per
Webar y Lark en 1979, se llevd a2 cabo el plaqueo en cajas
petri de 9x2 cms, (Figura 4b dentrc de materialez y métodos?,
donde sa& aplicéd el principio de las c#lulas alimentadoras
atrapadas en espuma de polliuretanc, sin embarge on ozta
altcrnativa tampoco se cbtuvwieron cionez on ninguna -~variedad,

- lo cual se pudo deber a que en estos sistcmas ¢l medioc de
cultive liquide donde se encontraban las célulag
alimentadoras tuve una desecacidén drastica en un pericds de
tiempo muy corto €7 dias), a una temperatura de incubacliéon de
2e” =

parafilm. Cabe aclarar que este método tLiene una amplia

2°c Y a pesar de que las cajas petri se sellaron con

aplicacién con buenos resultados, sin ombargo, en este
trabajo no se pudo apreciar respuesta debido posiblemente a
las condicicnes amblentales en laz cuales se incubaron estos
sisctemas Calta temperatura ¥ baja humedad relativad, le cual

se vio reflejadc en el hecho de que presentd una alta

96



TABLA XIY. NUMERO DE CLONES OBTENIDOS™™ Y TIEMPO DE
INDUCCION EN CADA UNO DE LOS METODOS DE
PLAQUEO CELULAR USADOS EN LAS ESPECIES
DE fanoicum.

METCDO DE _ RESPUESTA
F‘Li-\(lUE()f CNo. CLOMES.-L, INDUCCY ONg)
€. annauum var. €. annuum var., €. chdnense
annauum gladrivaculum
¢ JALAPENOD CCHILTEPIND CHABANERD)
a. INCORFORAGION e eea -

L. YEBER Y LARK

MODIFICADO ———- ——— -—

. WEBER Y LARK

- .
MODIFICADC 350 ———- 15,45
d. HORSCHI
MODIFICADO 14/00 oo 27.73

®. HORSCH

-
MODIFICADO 1927 405,77 L]

- < c §

TEMPERATURA DE 2d T 20 C: INTENSIDAD LUMINOSA SO LUX.
) LOS METODOS SON ESAQUEMATIZADOS EN LA FIOURA 4.
g} TIEMPO DE JINDUCCION EN DIAS

& NOo Sk rroBO.
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evaporacidon del medic de cultivo.-

El tercor método da pPlaqueo consistio en una
mcdificacisdn mis del anterior, en la cual zc adaplaron cajas
petri mas pequeflas, de 83 x 1.5 cm. C(Figura 4c dentro de
Materiales Yy Métedes), que no permitieran una rapida
avaporacién del medle de cultivo liquido, lo que a su vez
posibilitaba que las células plaqueadas tuvieran
disponibilidad de nutrlentes y requladores del crecimiento
durante todo el Llempo que necesitakan para su inducecidn deo
desarrollo; fue en este método donde se cmpazaron a obtener
resultados positlves, ya que, como so pucde cbservar en la
Tabla XIV, =e generarcn 5% clones para el chilc Jalapefio ¥
285 para el Habanero, en un perliodo de O dias para el primerc
y de 19 dias para el segundo.

En ¢l cuartc método de plaqueo CFigura 4d), que no fue
mis que una modificacién del ectablecido por Horsch y Jones
€1980), se lograron obtener mayor nimeroc de clcnes que en el
metodo anterlior, 184 para Jalapefio pero en un lapsc de 60
dias y 27 para Habanero en un pericdo dec 78 dias, cabe
aclarar que en este método no se usaron células
alimentadoras, sino unicamente medio de cultivo semisdlido.
Estoz resudltados nos llevarcon a concluir, por un lado que la
especie Chiltepln necesltaba de maycres requerimientos
nutiricionales, ¥Ya dque no se habla logrado en los métodos
anteriores oblener clones, los que podrian sor dadoz por las
células alimentadoraz, lo cual a su vez cera de esporarsze si
sc toma en cuenta dque los cultives n vuwrwer dcoc estla coapecic
tenlan una vYelocidad especifica de crecimiento muy baja: ¥y
por ¢l otro, se comprobd el cfecto del uszo do las celulas
alimentadoras, ya dque ze disminuyd drastlcamente el tiempo
de induccidn de leos clones Cde 80 a @ dias para Jalapefico ¥ do

79 a 15 dlas para Habanerod.
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YETODO DE WEBER 7 LARK MODIFICADO* (CLON

o

Capsicim 2nnuum var, annuum JALAPZTO).

METODO DE HORSCH MODIFICADO* (CLONES DE

Capsicum annuum var. glabriuwsculum (CHILTEPIN).
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METODO DE HORSCH MODIFICADO* Y DE HORSCH MODIFICADO
(CLONES DE Capsicum annuum var., glabriusculum v

¢. chinense)l.

METODO DE HORSCH MODIFICADO* (CLONES DE

€. annuum var. glabriusculum)
o




Tomando en cuenta la caracteristica propla de los chiles
piquines, en cuanto a sus requerimientos para que una celula
aislada creciera, =s¢ implementd un quinto métado &Flgura Sed,
donde se combiné tante la idea original de Horsch ¥y Jonos
19802 dec usar medio de cultive semisdlido, como la de Weber
v Lark (19792 de aplicar el efectc positive de las cédlulas
alimentudoras en soporte de poliuretano, de esta manera sc
lograron obtener 137 clones para Jalapeflo en 7 dias y 408
para Chiltepin en 7 dias, res;puesta que comprobd la
influencia que tLiene el origen de la planta en las
caracteristicas de los cultivos que de ella se desarrollen y
la eficiencia del uzo de células alimentadoras coma
promotoras del crecimiento en célulaz aisladas o con mayores
neceasidades en sus condiciones de cultive,

Come se¢ ha venido mencliocnando =2 1o largo de cste
trabajo, existen varios factores cuya aplicacidn induce la
proliferacidn cclular en células aisladas, las cuales siempre
Lienen requerimientos mads estrictos que los agreogados
celulares. ezte efecto ha permitido obtonmer un mayor numero
de ciones a menor densidad celular en Zoa mays (Smith y col.,
19842 y Xicstana tedacum C(Raveh y ccl., 1972), En las
especies de €onoicum aqul estudiadas 3e demostréd la cficiencia
del uso deo células alimentadoras tante para la induccidn de
divisién en células alsladas comc para disminuir el tiempo de
su obtencidn. En el caso dei chile Jalapefio y el Habanerc ze
puede observar en la Tabla ¥IV que fueron las especies que
respondieron mias rapidamente al plaquec celular y sobretodo
que fueron las que presentaron menores requerimlientos,
mientraz que el chile ChilLepiln necesité de mas factoreo
exteornos para poder desarrollarse.

Para ¢l chile Habanero sc puede aprezizr en la misma

Tabla, due fue la especle donde el efectc de las cdlulas
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_ alimentadoras se hizo totalmente-visible, ya que fue con su
uso donde se cbtuvo el mayor nimerc de clones en ¢l menor
tiempo, lo cual correspondid a 385 clonez en un lapso de
induccidn de 18 dias, mientras que con séle la capa de medio
de cultivo semiszolido se generaron 27 clones en 78 dias, leo
que vino a ser aproximadamente 13 veces menos que con ¢l uso
de la ceélulazs alimentadoras; por otre lade se cbservéd que
durante los 78 dias de tiempo de induccion se tuvo la
problematica de desecacién del medio semisdlido, le que
originéd la necesidad de llevar a cabo resicmbras quincenales
en estos sistemas,

En cuanto a la especie Jalapefio, come 3@ observa en la
Tabla XIV, no sc encontraron diferencias significativas con ¥
sin el uso de células alimentadeoras en la oblencién de
clones, ya que el numero de clones en cada método fue muy
semejante (8SS clones en el método de Weber y Lark modificade™
184 en el método de Horsch modificado y 137 por el método de
Horsch modiflcado!). sin embargo 3l sSe aprecian diferencias
sn cuanto al tiempo de inducclén , ya que en el caso del usc
de cé#lulas alimentadoras (métodos de Weber ¥ Lark modi £{cada”™
y de Horsch modlricado') éste correspondid a 7-0 dias,
mientras que cuando neo se saron Cmétodo de Horsch
modificado) el tiempo de coblencidn de clones llegd a ser de
B0 dias, parametro gque comprobd el efecto positivo qusz Licnen
las cé¢lulas alimentadoras en la Iinduccidn de crecimiento
celular en células alsladas.

Pasando ahora al chile Chiltepin e comprobd claramente
la necesidad del uso de factores externos gue ayudaran a la
proliferaclién celuiar, ya que como se cobserva en la Tabla XIV
asta especic sélo respondléd al método de Horsch mcdlricado'.
donde por un lado se tuvieron los efectos nutricionales del

medio de cultivo semizélidoc (ya sea MS2 o SH2Y y por el otre



el efecto positivo de las células alimentadoras atrapadas en
la espuma de poliuretano; cabe aclarar que en este método sc
encontrd que el uso de la capa semisodlida que se encontraba
en la parte mas inferior del sistema sirvid como alimento a
las ce¢lulas alimentadoras, ya que se observd que estas
proliferaban despu¢s de aproximadamente 18 diaz, lo cual no
representd ninguna problemitica porque el Liemp? de induccidn
de clones de 2 a 3 mm en este método fue de 7 dias, periodo
en el cual no habia contacto entre las células alimentadoras
y el papel donde ze encontraban las células plagqucadas, por
lo que se determind resembrar csie papel cada 8 dias en un
nuevo sistema.

Resumiendo, en este trabajo se lograron cblcner un total
de 356 clonesz para el chile Jalapeflo mediante los métodos de
Weber y Lark rncdificadc*. de Horsch modificado y de Horsch
modiflcado" Cles cuales son especificados denlro de
materiales y métodos), 408 para el chile Chiltepin generadas
por el mélado de Horsch modiflcadc". y 382 para la especie
Habanero resultantexs doa los métodos de Weber y Lark
modiflcado“ y Horsch modificado,

De acucrdo a los resultados obtenides on estec trabajo en
cuanto a numero de clonez obtenidoz por cada metodo de
plaquea y en cada variedad, se puede conciuir que los méLodos
mas adecuados de manera global para las tres variedades de
Conosicum estudiadas, s3on aquellos donde 3e hace use del
etfecto de laz células alimentaderas en medio de cultive
liquido, lo que a 5u ver correspondido a los métodos donde se
usd espuma de poliuretanc como soporte de las mismas. Estos
resultados conceordaron a su vez con los obtenidos por Conner
Y Meredith (1984), quienes trabajando con diferentes especies
dal gdénero WFicoticna observaron que las célulazs plagueadas

sobre soporte de poliuretano cont.eniendo células
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alimentadoras presentarcon mayores velocldades de crecimiento
que aquellas que se enconhraban sobre medie de cultive
sen‘uséllda. Esta respuesta pudo haber sido cauzada a que en
estos sistemas las células alimentadoras fueron
atrapadas dentro de la espuma de poliuretano, factor que de
acuerde a Lindsey y Yeoman (19831 provoca gque las células se
mantengan durante mids Liempo en el estado fisioldgico en el
cual se encontraban cuando fueron atrapadasz, de esta
manera es factlble atribulir la mayor respuesta de ezstos
métodos al hecho de gque al haber ablrapado las céluylaz durantc
Su fase exponancial de crecimiento se provoed quc
permanecieran mayor tiempo en este periode ¥y por le tanto
hublicora una mayor biosintesis de sustanclat prometoras del
crecimiento, las cuales al estar dentro de un medioc de
cultivo se difundieron e indujeoron una respussta mis rapida
en las células aizladas, ya que fue en estos mitodes (Weber y
Lark modlficade’ y Horsch modiricade™ donde sc encontrd una
mayor velocldad de crecimiento comparado c¢on las obtenidas eon
ce&lulas creclendo sobre medio semizélide. Por otre lado,
existen otros factores que pudicren haber causade la
respuesta anterior, tales como: a2 existe una difusidn de
pUtrientes y otros elementos propios de las células
allmentadoras mucho maés rapida a través del medio liquide
donde estaba la espuma de poliuretano que dentro del medio
semisél ido; b es posible que zustanciaz Ltoxdcan <
inhibidoras del crecimiento producidas por lazs células
vegetales sean difundldas en sentido contrario a las c2lulas
plaqueadas a una velccidad mayer dentro del soporte de
polluretane que a traves del medio somizélido; =) existe la
posibllidad de gque el gel (en este caso gelrite? prezenteo
cempuestos que inhiban el crecimiento, © itncluso impurczas

que influyan en la obtencidn de células variantes, donde el
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gontrol nutricicnal es muy importante; dX el gel presenta cl
problema de gencrar stress osmolico, ) es posibls que los
nutrientcs scean adsorbidos scobre las superficics coloidaies
del gel, lo cual dificulta la toma de los mismos por parte
dec las ceélulazs vegetales, ademAz de que se tiene que
conziderar que el papel filtro sobre el cual se plagquearon
las células representd una barrera mas cn la obtencién de los
nutrientes, y 2 el probiema de peca humedad di-spcml.ble para
las células en los sistemas con medio semisdlido y papel
filtro, ya que se observé que conforme pazaba el tiempo se
presentaba mas desecacidén en estos culti vos.

De esta forma, los sistemas que haccn uzo de soportes de
poliuretano permiten ademds el empleo de medio condicionado,
de células alimentadoras o de realizar ostudlos de gselecclidn
de variantes bajo condiciones nutricionales especificas
CMeredith, 19832, adcmis de que su manejo es mucho menos
problemitico =l sSe compara con otrosz scoportes donde ze
prescntan ias desventajas de solubllizacidn de
miecroelementos o del mancjo de cquipo especlaliz-ado (Conner y
Meradith, 19842,

Cabe mencionar que cen cl caso del chile Chiltepin i se
obtuvleron clones en los méltodos de Weber y Lark modifi cado“
¥y de Horsch modificado, las cuale=z fueron 7 para el primero y
3 para el segundo, sin embargo estos sélo se tomaron en
cuenta para obtener las eflclencias de plaquco. .

Olro aspecto QqQue resuita importante destacar en este
punto de respuesta a los métodos de plaquec, es el hecho de
la influencia del origen del nlat:erlal vegetal., Como ya se ha
mencionado anteriormente, exiztle una marcada relacidn entre
el origen y~so0 condiciones de cultivo de una ezpeclie con la
respuesta de la mizma a las condiciones &n vuw, lo cucl fue

demostrado durante el plaqueoc celular., Do manera globzl 3ze



, puede concluir que los= resultadoz estuvieron de acuerdo a lo
esporado, ya que como s@ observa en la Tabla %IV, la espccle
qua presentd mejor respucsta en cuanto ‘a tiempe de inducclidn
¥y tipo de plaqueo fue JalapcMo, cuya semillas prcvenian de un
cultivar mejorado, el cual habla tenido un buen desarrollo en
cultivo in vitre y una alta velocidad de crecimiento C(Ramos,
€1988); la especie que le s5iguid fue Habanero, que aun
cuando generd mis clones también requiriéd de mas tiempo vy,
por ultimo el chile Chiltepin que fue €l que presentd mas
problemas para la obtencidédn de clonez, fuc a 3u vez cobtonido
de cultivos silvecstres que no hablan Lenido ningdan tipo de

acondicionamiento artificial en zus semillas.

G.4.3. ANALISIS COMPARATIVO DE LA EFICIENCIA
DE PLAQUEO OBTENIDA EN CADA UNO DE LOS
METODCS DE PLAQUEQ CELULAR EN LAS
ESPECLIES DE ¥anolcum.

En la Figura 6 sz presentan loz  resultados de
eficiencia de plaqueo obtenidos en cada una dc las varicdades
de Bapolcum y en cada uno deo los mélodos de plaquec usados.

Comc se pucde observar para la especle Jalapefio (CGrafica
1, Figura 8> con 21 método de Weber y Lark mcdir‘icado“ las
eficiencias de plaquco 3élo wvariaron en un rango de 4.22% a
8.48% =in presentarse diferenciaz significativaz a lo largo
de las concentraciones probadas, s=sin embargo szc puede
observar que con cl moenor numero de células (350> se tuvo la
mayor eficliencia de plaqueo, lo que remarca el efecto de las
células alimentadoras ya que como menciona Bergmann €1960),
su uso permitc reducir la densidad celular necesitada para la
induccidédn de divisién celular en ceélulas aisladas y por le

tanto =e reduce el problema de cealiciédn celular, Con
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FIGURA 6. EFICIEMCIAS DE PLAQUEQ OBTENIDAS EN
TRES ESPECIES DE Capsicum USANDO
OIFERENTES METODOS DE PLAQUED CELULAR.
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- respecto al método de Horsch modificado, donde neo  hubo
células alimentadoraz, se observa que las eficlenclias de
plaquec fueron menores que las anteriores, variando de 2,96%
a 3994, comportindose de igual mansra en todaz las
concentracliones probadas. Para el método de Horsch
modifi cadc- las eficlencias de Pl aqueo presentaron
diferencias significativas en el punto de mayor conccontracién
celular (1B00 cé¢lulas?, ya que como sc puede apreciar en la
Figura B (Grafica 12, los resultados variaron de 4.17% a
13.04%, correspondiendo este Gliimo a la mayor ccncentracién
ceiular probada (1800 cd¢lulas). De estos resultados y en base
a los fines perseguides, ¢35 decir a la obtencidn de clones,
se puede particularizar quc para esta especie el mejor método
de plaqueo fue el de Weber y Lark madif‘.lcado“ CFigura 4c
dentro de materiales y métodosd, ya que permitid obtcner un
mayor numero de clones a una menor concentracidn celular,
lo que aumentd la probabllidad de partir de células
aisladas. Aun cuando en el matodo de Horsch modificado. se
obtuvo una alta eficliencia de pla-queo, esto no resulta del
tocdo adecuado debide a c';ue corresponde a la mayor densidad
celular, lo cual causa la gran dificultad técnica de la
separacidén de las mismas y por e¢nde, no se asegura el
aislamiento de clones.

Para Habanero , como ya se mcnciond, los métodos donde
se obtuvieron clones fueron en cl de Weber y Lark modifi cado-
y en el de Horsch modificado'; como se pucde apreciar en la
Figura 6 (Grafica 2), en el primero de ellos fue donde se
lograron obtener las eficiencias de plaqueo maz altas,
variando entre 7.40% a 10,80%, cn esta especie y al igual que
en JalapeMo el valor mas alto en este método correspondid a
la menor concentracisén celular €700 células), lo cual resultd

favorecedor para el objetive planteado; en el segundo de
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estoc métodos laz eficiencias estuvieron dentro del rango de
0.19% a Q.81%, valores que aumentaban conforme se aumentaba
el npumere de células plagqueadas. Con estos resultados se
puede concluir que para esta especie el método mids adecuado
para la obtencién de clones fue el de Weber y Lark
modirlcado.. donde el uso de células alimentadoras faverecid
la obtenclion de clones a partir de bajas densidades celulares.

Para chile Chiltepin (Figura 6, Grafica 35. los métodos
donde se obtuvieron clones fueron en el de Weber y Lark
mdif‘icadou. en el de Horazsch modificado y en el de Horsch
modiricado"; en el primero de ellos el numero total de clones
aobtenidos fue d= 7, y las eficiencias de plaquoo
correspondientes variaron de C.0% a 3.968%, siendo del 0.0%
para las primeras concentraciones celulares y del 2.9%% para
laz mas altas, lo cual provocd la eliminaci¢én de ccte método
para la obtencién de clones; en el caso del método de Horsch
modificado se obtuvieron sélo 2 clones y las eficlioncias de
plaqueo fueron muy pcoqueifas ¢ del 0.0% al 0.34%), por lo que
no sirvié¢ para los fines perseguidos., En el dltimec método, el
de Horsch modificado., fue donde se consiguid el payor numero
de clones y las mayocres eficiencias de plaqueo Cdel 3.21% al
4.03%, las cuales no variaron a lo largo de lag
concentraciones celulares trabajadas, lo que implica que se
puceden usar bajas densidades celulares con buenos resultados
er. el numero de clones oblenido.

De estos resultados se puede concluir que el métcdo de
Weber y Lark mcdlricado- para las espcciez Jalapefio y
Habanero, y el de Horsch mxﬂricado- para Chiltepin, fueron
los mAsz adeccuados en la obiencibn de clones, ya que
permiticron obtener las mas altas ceficlencias de plaqueo a
las nenores cencentraciones celulares, evitando con esto la

posibilidad de coalicidén entre cé¢lulas adyacentes durante el
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. cracimiento de las mismaz.

‘Bz necesario aclarar gque las ofiecienciaz de plagqueo
fueron determi nadas después de un mes de haberszc realizado el
plagqueo celular, deblido a que paszado ecte lapso de tiempo ya
no se observd la formacién de clones nuevos.

En goneral, células wvegetalez aisladas o pequefios
agragados celulares no crecen abajo de densldades celulares
de 103 o 104 células por mililliro, concentracidn quc es muy
alta sl se intenta obtener clones celulares con alguna
caracterlstica en partlcular C(Horsch, 19843; sin embargo se
han logrado obtencr eflclencias de plaqueo muy altas usando
bajas densidades celularezs mediante el uso deo  cédlulasz
alimentadoras, de esta manera se han obtenide eficicnciaz del
ordan del S0 al 100% tante en protoplastos como con eélulas
aisladas de Wicotiana ladacum C(Nagata y Takebe, 19371; Ravch y
col, 1973; Logemann y Bergmann, 1974; Cella y Galun, 1080;
Thumann ¥ col, 1987; EBErinberg ¥y cel., 1988), del 56 para
ce¢lulas de Rea meps (Smith y col., 19842 y del 55 al €8 para
células de Hanlepapnuoe gracillie CHorsch y  Jenes., 19800,
porcentajes gque varlaron de acucrdo a las condicicnes de
inoculacidn, de incubacidén ¥y de la densidad celular; en
cuante al género Banosicum, Diaz y col, (1988) obtuviecron
eficienciaz de plaquec del orden del 19.0% al 26.0% en
pr;toplastos da 2. ennuum ¥y 2. chinense mediante el método de
Incorporacién en medio de cultive Kao y Michayluk, 19735;
analizande los resultados oblenides en las variedades
estudiadas dentro de este trabajo se puede observar que el
valor mas alto correspondid al 13.04% para Jalapefio, al
10.80% para Habanero y al 4.03% para ¢Chiltepin, lo cual
resalta la necesidad de realizar estudiox que permitan
aumentar estox valcres, loz cuales deberian cncaminarse

principalmente al crigen del cultivo, a las condiciones tanto
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nutricionales como hormonales del medio de cultivoe vy a las
condiciones amblentales, ya que come menciocnan Diaz y col
€1988), existen marcadas evidencias de que las especies y aun
laz wvarledades de una misma especlie diflicren en  3uz
requerimicntos para la obtencidn de clones. Por otro lado,
Salgado-Garciglia (Ccomunicacidén per=onall) concluyd en 35U
trabajo para la obtencidén de células de ¥, annuum cVv. Serrano
Tamprquefio 74 resistentes a la p—fluorofcnllal‘anina que aun
cuando encontrd altas eficiencias de plaqueo (99520 también
observéd el preblema de que las células no creclan a bajas

densidades celulares,
5.5 SELECCION PRIMARIA DE CLONES PRODUCTORES DE CAPS.

Una de las principales diflcultades al intentar mejorar
la capacidad biosintética de las células mediante lLa
seleccldn de cultives celulares (n vitie es la necesidad de
llevar z cabec una estimacion cuantitativa de la preducti-sidad
an cada uno de los clones a precbar, que en la mayoriz de los
caszos representan un gran nUmero; es por ecla razén que la
mayor parte de los experimentos de zeleccidn Se han reallizade
con metabolltos secundarics facilmente detectables, tal come
sucede con los pigmentos Cantocianinaz, carotenoldes y
naftoquinonas. principalmentel; sin embargc, actualmente se
ha intentado la seleccidn en metabolitos incoloros, para lo
que =e han tenido que idear métodos rapldos que permitanm la
cuantificaclén en un gran numere de clones y en el menor
tiempo posible. De esta manera, Zenk y col. (1977} aplicaron
radl ol nmunoensayo para la de'ter'm.inaclén cuantitativa de
serpentina y ajmalicina en clones de ¥. 2aeseus; aun cUando
este método permitl®d un anadlisls eflciente de pequefas

cantidades de estos compuestos. tamblén requirid de la



preparacidén de las muestras y del uzo dc  anticuerpos-
especificos, los cuales muchas veces son dificiles dc oblener
para un compuesto determinadeo; de lo. anterior resalta 1la
necesidad de contar con métodos de cuantificacién que sean do
facil ejoccucidn, ripidos y conflables., Temando on cuenta lo
anterior, Ogino y: col. idearon en 1979 el método del
“aplastado celular”, el cual les permitlid hacer una cstimacidn
grucsa del contenide de nicotina en clones obtlcnidos de
suspensiones de fioliane ¢adacum, y por lo L.:r;!:o 3irvid como
un método de seleccidn primaria para cleones con altas
producciones. Tomando en cuenta el principio mcdular de csta
técnica, sec cstablecid en el presente trabajo una metodologia
para llevar a cabo la seleccliédn primaria de los clones
obtenidos en las espccles de Jalapefio, Chiltepin y Habanero,
de acuerdo a 3su capacidad biosintética de capsaicinoides.
Dentro de esta metodologia se aprovechd por un lade la
caracteristica propia de los CAPS de ser metabolitos que son
liberados al medioc de cultlvoe, ¥y por el otro de que
reaccionan con ei reactivo de Glbbs con una sensibllidad del
0.12% CGovindarajan, 1987). La reaccidn del reactivo de Gibbs
(2,8,dicloro-p~benzoquinona~4-cloroimina es ezpecifica para
todos los alcoholes p-hidroxibencllicos, cuya férmula general
esta constituida por un grupo hidrexdilico fenélico libre y
per un grupo hidréxilo bencilles libkre con poslcidn para
Cunidad guayacil), de tal forma gque en precencia de  una
solucidn alcalina de pH 9.6 se provoca el rompimicnto de la
cadena lateral con la consiguiente formacién de un  Indofencl

celorido Cazull:
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establecid inducir el crecimienlLo de tejide calloso de los
clones chtenidecs incub&indolos en mecdio szemisdlldo y sobre
papel flltro, de tal forma que estuvieran on ccntacto con &l
durante un periodec de 20 dias, pasado el cual sc procedid a
determinar de manera cualitativa el contenido de CAPS
adsorbido en el papel filtro, donde el tamafo de poro se vié
disminuido al estar en contacto con el agar. La técnica que
se usd para la determinaclén de CAPS en el papel filtro fue
una adaptacidn de la establecida por Rajpool y Govindarajan
cl981),

Es necesario menclonar que para determinar que técnlca
se iba a utilizar para cuantificar los CAPS presentes en el
papel, se hicieron adaptaciones a los métodos de Gibbs
establecidos por Jolnt Commitiees of the Pharmaceutical
Socicty and the Society for Analytical Chemistry on Methods
of Asmsay of Crude Drugs (19€84), al cztablecido por Pankar vy
Magar C1977) y por Rajpoot y Govindarajanp £19212 usando como
standars soluciones de Capsaigcina (Sigma ©90B%): de los
resultados obtenidos se concluyd que €l que prezentd las
me jores caracteristicas fue el de Rajpoot y Govindarajan
€1981), ya que los otres resultaron ser muy laboricszos, con

una pobre reproducibllidad y sobrotodo cen upa muy baja
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sensibilidad, debldo principalmente a la interfercncia de los
solventes usados Cmetanol, cloroformo ¥y acctonad) durante la
reaccidn de los CAPE con el recactivo de Gibbs.

Una vez establecida la metodologia de  determlinacidn
cualitativa ¥ en punto de los CAPS, se procedld a definir
cualro marcas cualitativazs de acuerdo a la intenszidoad de
color a=z=ul desarrollade por diferentes concentraclones de una
solucidn standard de capsaicina CSigma 9820, establecidédndose

las sigulentes:

MARCA COLOR CANTIDAD DE CAPSAICINA
CAZULY Cugsd
1 MUY LEVE . 38 A £
F LEVE - A o0
3 REQULAR 100 A 1=o
N BUENA PRt )

Con el propdsito de validar que a mayor cantidad de CAPS
mayor intensidad de color, se determlnd enconilrar el grade de
corrclacidén entre estos dos paramctros, para le cual =ze
estudid el efeclo de diferentes concentraciones de solucidn
standard de capsaicina sobre la Lransmltancia obteonida a 615
nm, cabe aclarar que la determinocién de capsaicina se
realizéd en papel filire y de manera puntual debideo a2 que era
asl como se iba a determlnar en los clones, y resultiaba
necesario cobservar si emdstia algun tipo de interferoncia por
parte de los miomos, del papel o de los recactives. En la
Figura 7 se presenta la grafica resultante, donde ce observa
que sSe obtuve un alto factor de correlacion Cr=0,.929> entre

la cantidad de capsaicina y la intensidad de color obtenido,
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For otro lade, y también para confirmar la eficacia de
este método para determinar CAPS ze llevaron a cabo prucbas
con otros compuestos intermediozs de la ruta de biocsintezis
de estozs metabolitos, las cuales se hicieron tanto de manera
puntual como en cromatografia en papel ¥y cn capa fina,
donde se corrclacionaron los Rf'zs de cada compucsto con el
del standard de capsalcina y o observd la coloracién que
presentaren al reacclonar con el reactivo de Gibbz. Respecto
a este ultimo punto {datos no reportades), se observd que de
los compuestos probades el dnico gque dezarrollo un color azul
fue la capsalcina, ya que el Acido cumdrico, el 4acido cafeico
y 1a wvainillina presentaron un color café&, mientras que el
Acido feridlice mostrd primero un color azul pero que’
posterjormente se tornd café , estos resultados nos permiten
concluir que la reaccldn entre el reactivo de Gibbs y los
CAPS no presentd problemas de interfercncia respecto a los
precursores aqui probados, sin embargo no hay que olvidar que
dentro de la ruta bicsintética de loz CAPE =dsten zecucnclas
gque ne han sido dilucidadaz, tal comoc el paSo de vainillina a
vatnillilamina, que en un momento dado pedrian interferlir con
la reaccién, En cuante a las pruebas cromatogré&éficas, se
ocbzervé que por un lado, tanto los precurscres come la
capsaicina tuvieron diferentes Rf's, y por el otro que en
las pruebas donde se usarcn extractos de cultivoz en
suspensicdn de las tres especies estudladaz, no e presentaron
compuestos intermedioz en las placas cromatograficas. De
todos e=tos resultados ce establecid que el reactivo de Gibbs
fue muy sensible para la deteccidn de los CAPS, pero que hay
que tomar en cuenta que estas pruebas corregpondicron en su
mayoria a soluciones standard y que por lo tanto cuando ze
usaron cultlves ez posible que se presentaran interferenclas

por presencla de sustancias grasas o colorantes.



S$.6 SELECCION SECUNDARIA DE CLONES PRODUCTORES DE CAPS.

Cabe aclarar que se determind llevar a cabo la seleccidn
secundaria por varias razones: a) ya se dijo anteriormente
que aun cudandoc el reactivo de OGibbs es zensible a la
deteccién de los  CAPE, tambidn presenta problemas de
interfercncia, b2 la seleccidn primaria fue unicamente
cualitativa y de descarte de un gran numers de clcnes, y <)
en el caso del uso industrial de lineas cclularzss altamente
productoras resulta muche mas adecuado, desde un punto de
vista biotecnoldégico, usar cultivos en suSpensSion.

En las Figuras 8, 9 y 10 3e presentan las graficas que
rclacionan el contenido de CAPS obtenido en las diferentes
lineas celulares tanto por el método cualitativo del reactivo
de Gibbs como por el método cuantitativo de cromatografia
liquida de alta eficiencia C(HPLC). Aun cuando los cultivos
que mAs interesaron fueron aquellos que produjeron mas, se
optd por elegir cultivos tanto productores como de baja
produccian, es decir dque se tomaron lineas de todazs las
marcas establecidas en 1la s=seleccidn primaria, con el
proposito de establecer la correlacidén entre la determinacidn
cualitativa y la cuantitativa, lo que a 3u vez validaria cl
meétodo modificade de Rajpoot y Govindarajan (19812 comc
método grueso o primario de cuantificacidn de CAPES.

Como s5e puede apreciar en la Figura 8, dondc 'se
reclaciona el contcnido de CAPS de los clcnez de Jalapefio
seleccionados obtenido por HPLC y la marca correspondiente
segin la seleccidn primaria,. se presentéd un factor de
correlaciéon muy alto C(r=0.92> entre estos dos métodos, lo
cual sugiere que en esla especle no =e presentaren
interferencias que impidieran la reaccién de los CAPS con el

reactivo de Gibbs, resultado que ostuvo de acuerdo a lo
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esperado, ya que tanto los callos como las suspensiones deo
ezla cspecie prcs'c:ntarcn un color blanquecino, lo jgue a zu
vez comprobd la nula o baja oxidaciédn de compuestos
fendllcon con la estructura p-hidroxibencilica que actuaran
como interferencia en la reaccion (Gierer, 19542, ya gque como
seffala Diaz y col. (1988) las especies de Eansicum sco
caracterizan por liberar grandes concentracionez de fcnoles
en cultivos in vitw.

En esta Figura 3se puede obhicrvar que los clones que
fuvieron la marca 4, segiun cl m¢étodo de selcccidn primaria, v
que correspondieron al J12a v al J172, presentaron una
produccion de 233.12 uyugCapsatlcinasg peszo sczo de EBicmasza v
289, 20 ugCapsaina’g peseo secco de blomasa respectivamente, lo
que a s5u ver oignifice O.0823% v 0.020% (g de CTapsaicina. 100
peso seco de biomasa)d.,

Para ©l chile Hakanero (Figura 9) el factor de
correlacldn censeguido fue de 0.71, lo que fue provocade por
un lado a quo dentro do la marca 4 de la zeleccidn primaria
se tuve un rango de produccion muy amplio de acuerdo a la
sclecidn secundaria, el cual fue de 515,48 a 1717.13
pgCapsaicinarsg peso meco de biomaza, y por el ciro a que lazx
linras de esta especie tLuvieron la particularidad de
prescntar un calor café, que a su vez fuc indicativo de que
en ellozs hubo sintesiz vy oxidacidén de compuezntos fondlicos que
interfirieron en la detcrmnacidn cualitativa del! reactivo do
Gibbs. En este sentide, Hrubcova v cel. 190922 Lrabajande zon
callos de Medicege zadiva concluvyeron gque la edad del cultive
tiene marcada influencia en la proporuidn de derivadoes del
Acido benzolco ¥ del Acido cinAmlco, ya gque cbservarsn gue la
porc:én de derlvados del acido benzeico dentrao del Lotal de
les acides fendllcas aumentd del 18% al 21% a traves del

cultivo én wvite on cuatro scmanas, lo que probablementc se



FIGURA 9. CORRELACION ENTRE SELECCION
PRIMARIA Y SELECCION SECUNDARIA
EN C. chinense (HABANERO).
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debid a la conversidn de derivados fenilpropanoides a lignina
insoluble, misma conclusidén a la que llegd Ochoa (19089 al
trabajar con f€anoicum annuuwm var. ennuum (Tampiquelico Serrano
74).

€ln embargo, aun cuande =l factor de correlacidn cn
Habarnero no fue muy alto se pucde concluir gque la estimacidn
del contenido de CAPS mediante el reactivo de. Gibbs es lo
suflclentemente aceptable cuando se usa como método de
seleccidn primarla, ya que permitid realizar la selcccldn a
partlr de un gran numero de muestras (382 clones) y obtener
resultados confiables. Como ze puede observar en la Figura 9,
en Habanero se cobttuvieron un mayor ntimerco de clones celulares
que presentarcon la reaccidén de Glbbs segun la marca 4 Cun
total de 6%, =in embargo de estos sSe  cligicron como
productores sélo a los H40,HTE, H48 y HE4, cuyas producciones
fueron 515,46, 7886.48, 1717.12 y 1445.78 pg Capsaicina.g peso
seco de biomasa, respectivamentc, le cual a su  vez
correspondld a 0. 0S%, 0. 08x%, 0.17% 4 0.14% Cg de
Capsaicina. 100 g pesc seco do bicmaszal.

En cuanto al chile Chiltepin (Figura 102, el factor de
correlacidn obtenids fue de 0.72, y al igual que en Habanero
se vico altamente influenciado tanto por el amplic rango de
producciones dque cayeron en la marca 4, de 1392.80 a 3180.99
rgCapsalcinasg peso seco de biomasa, como por la presencia de
compuestos que pudieron haber actuado como interferenclas an
la reaccion Gi bbs-CAPS, ya que sus lineas fueron
caracterizadas por un color café claro. En esti especic oo
obtuvieron dos lineas celulares ccn altas producciones, la
C29 vy la C34, las cuales tuvieron 1392.88 (0.14%) y 31£9.99
C0. 38%) pgCapsaicinarsg peso scco de biomzsa, respecti-vamente.

Ce los resultados obtenidos en estas trez varicdadezs zc

puede conclulr que el uso del recactivo de Gikbs ccmo método
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FIGURA 10. CORRELACION ENTRE SELECCION
PRIMARIA Y SELECCION SECUKDARIA
EN C.annuum var, glabriusculum

(CHILTEPIN).
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de meleccion primaria y cualitativo fue adecuadc-.r yraxquc‘fue
.rhpidc_y'ccnf‘iab.le para determinar dentro deo un gran numcre
de clones en tecjido calloso cual p'rcscn!.:: una | maiyor
- produccidn de CAPSE en gencral; reszultado duc fue muy
prometedor si ¢ Ltoma en cuenta la problemslica que
representa el uso de mélodos mas szofisticados, caros v
laborioses, como el radicinmunoensayo y la prueba de ELISA,

o pucde concluir ademis que este mé.Lcdo fue muy
senzitivo a las sustancias interferentes, ya quc donde estas
no sc¢ prescentaron se tuvo el faclor de correlacidn mas alteo.
Por ciro lado, hay que conziderar que oLlro factor guec provocd
la disminucidn entre la correlacidn de estos dos metodoz fue
el que ambos se hicieron bajo condiciones muy diferentes.
Como se puede ver en los resultades e presentd
correspondeneia desde el punto de wvlsta cualitalivo de menor
a mayor produccion cntre Lla seleccieon primaria y la
secundaria, peroc no desde el punlo dec wvista cuantitativo, ya
que mientras con el método de CGibbs se establocicron rangos
en microgramos, en la seleccidédn secundaria los datos llegaron
a ser de miligramos., Esta diferencia fue dcbida en parte a
que cada uno de los métodos y condlciones para la seleccidn
primaria ¥y secundaria fuuvron totalmente diferentes. En la
celeccidn primaria =dlo se detectd la concentracién de CAPS
totales en la regidn o punto donde fucron difundidos
desde el Lejido calloso medlante el uso del reactlvo de Gibbs
en el papcl filtro; en cambio en la seleccidn secundaria se
determinaron estos compuestos mediante HPLC y a partir de
extractos de cultivos en suspensidén establecldos del callo
correspondiente. Tomando on cu;:nt.a estos factores se puede
decir quc este comportamiento era de esperarse, ya quo
mlontrac en la seleccidn primaria soélo se detectaron los CAFE

sintetizados por las células que se encontraban en contacto
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directo con el papel filtro, en la seleccidn secundaria Se
detectaron los CAPS biosintetizados por todas las células,
debido a las caracteristicas propias de leos cultivos en
suspensidn donde las células se  encucniran  totalmente
disgregadas y en contaclo directo con ¢l medic de cultivo.

Exs neccsario mencionar quc eon la determinacion
cuantitativa con HPLC sdélo =ze detcctd en  zantidades
apreciables la capsaicina, mientras que la determinacion
cualitativa con el reactivo de Gibbzs reuaccicnarcn todos
aquellosz compuestios con la estructura p-hidrowibencilica,
aspecto que pudo haber zido otro factor de difercencia entre

loz dos metodos de scleccidn.

5.7 RELACION DE LA CAPACIDAD DE BIOSINTESIS DE
CAPS ENTRE EL. CULTIVO INICIAL ¥ LAS LINEAS
CELULARES OBTENIDAS.

Con el objetivo de determinar la influecncia de la
capacidad biosintética del cultive de origen sobre esta misma
caracteristica en las lineas celulares cbtenidas, <13
cuantificd el contenido de CAPSE en lozs cultivos en suspensidn
a plaquear, mediante cromatogralfia liquida de alla eficicncia
CHPLCD.

Como ha sido establecido per varios autcres, entre los
que destacan Holden y ecol. C1987V) por su trabzjo realizado on
Banscicum  fautescens, existen mar cadas difcrencian tantao
mort'olégicas como biosintéticas entre zultivos derivados de
diferentes individuos y aun entre aquellos que derivan de uno
mismo, Por otro lado, se ha sugerideo gque la capacidad
biozintélica observada en los cullivos n vt es determinada
por la capacidad biosintéStica del cultivo del cual proviene,

de leo que resulta que los cultivos derivados de aquellos con



altas precducciones producen a su vez mayores niveles de
metabolitos secundarios que los que provicnen do cullivos con
bajaz producciones (Zenk y col., 1977; Kinnaersley y Dougall.
1980; Holden y col, 19868), comportamicnto que seria de
esperarse si se considera que la capacidad blosintética sélo
fuera regulada genédticamente, =in embargo, existen otros
factores que lntervienen en la produccién de los metabolitos
secundarios, tales como las condicionCS‘ de cultivo
Cnutrientes, reguladorcs de crecimiento Yy caracleristicas
ambientales) y los fendmenos de regulacidn metabdlica; de tal
forma dque exizsten varios ecjemploz donde zZe han gencrado
lineas celulares altamente productoras a partir de cultivos
con baja capacidad biosintétlica, entire los que destacan cl de
Cresswell (1988), qulen obtuvo una linea de Catharanthus
assewus productora de Lriptofano y el de Fujita y Hara (19893,
quienes encontraron lincas celulares altamente preductoras de
shikonina a partir de cultivos de FXihespermum eapthronfiizon
tanto con altas como con bajas producciones.

Los resultados que se obtuvicron cn cste trabajo, los
cuales se mucstiran en las Tablas XV, XVI y XViII para laz tres
varicdadesz de Panoicum, muesiran claramentc que no sc presents
ninguna correlacidn entre la capacidad blosintética del
cultivo en suspensidén de origen ¥y la de las lineas celularces
obtenldas a partir de &1.

En el caso del chilec Jalapefio (Tabla XV) zc observa que
aundue las Llinecaz de mayor produccion CJi122 y J172) se
obtuviercn de los cultivos mis productores Ca.300
ugCapsalclnarsg peso zmeco dec biomasald. tamblén sc aprececia que
hubo lineasz celulares de bQJa produccioen €J120, Ji1283,
Ji84, J210) que zc originaron de cultivos con slta capacidad
biosintctica (4.399 pgCapsaicina“g peso 5scco dc biomasa)d,

preszentandose incluso un caso de disminucidn de la zctividad



TABLA XV.

INDICE DE CRECIHIENTO Y CONTENIDO DE CAPSAICINA
EN CULTIYOS EN SUSPENSION DE LAS LINEAS CELULARES
Y LOS CULTIVCS DE LOS QUE SE ORIGIHAROM EN

E. annuwm var. annuum CJALAPEHO).

CONTENIDO DE CAPSAICINA

LINEA I.C. * CugC.'g pece secwo bicmasad
CELULAR LINEA CULTIVO ORIGEN™"

J172"% o.72 200, 20 } 4. 300

J122" a. 40 299, 12 4. 4pp

ra1 0. 42 148, O z, vos

2171 1.09 5. 19 4. o0

J103 3. 80 72. 00 . 2.004d

Jza a. o5 47.83 - z. 0o

J104 a. 13 24,12 : 4, app

Jz280 0,04 s.20 . ‘4. 3P0

Ji3n 2. 53 0. 24 1. 3p

77 a. 06 3,01 z. 005

2120 a.ez 1. 04 . 300

218 1. 53 1.7 : " 2,006

»

1. C. =INDICE DE CRECIMIENTO.

e

NO SE DETERMING 1.C. EN LOSZ CULTIVOS EN SUSPENSION DL GRIGEN,

LINEAS DE MAYVOR IFRODUCCION,

C= CAPMSAICINA.
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biosintética dael ©6% en la linea J120. K

Como se observa en la Tabla XVYI, en el chile Chiltepin
tampoco szc obserwvd correspondencla directa entre la capacidad
biogintética del cultive de origen y la de las lineas
celulares que zc cbtuviecron de &1, incluso puade decirze que
el comportamiento fuc contrariec a lo esperado, ya due en el
caso de las lineas productoras (C34 y C€29) sc cbserva que
fueren generadas de cultives con baja prcd.uccién co.012
HgCapsaicinar/g pesc seco de biomasad), micontras que algunas
lineas de baja produccion (€8, €10, C37, CBYY se obtuvieron
de cultivos con mayor produccidn (0,084 ugCapsaicinarsg peso
scco de biomasal.

Para el chile Habanero CTabla XVII), al igual gue para
Jalapefio y Chiltepin, no se logré establecer alguna relacidn
entre la produccién de las lincazs celularos y la de ios
cultivos de 1los cuales s3se originaron. En este cazso se
obtuvieron 6 lineas con altas produccicnes, de las cualcs la
H48, la HBO y la H78 partieron de los cullivos con mayor
activlidad biosintélica (0.1216 ugCapsaicinarg peso scco de
biomazal, micntras que la HB4, la H3D y la H40 se originaron
de aquellos con menores producciones (0.0397 y 0,.0594
tgCapsalcina/g pesec seco de blomasa)d.

Estos resultados concucrdan con los de Holden y col.
C1987), va dque en ambos trabajos del género Lansicum no se
pudo dcterminar una correlacidn directa en cuanto a la
capacidad blosintética del cultive n vitie de origen y de
las lineas celularez gque de ¢l sze obtuvieron. Como ya se
menciond anteriormente. estos resultados se han observado cn
otras especies por lo que Dcﬁgall €1988) ha szugerido que
durante la obtencidn de lineas celulares altamentc
productoras no se debe limitar a la seleoceidn on cultives con

mayor actividad biosintética come lo seficla Zenk y col,



TABLA XVI.

IMDICE DE TRECIMIENTO ¥ CONTENIDO DE CAPSAICINA
EM CULTIYOS EN SUSTPEHSION DE LAS LIMEAZ
CELULARES ¥ LOY CULTIVOS DE LOS QuUE SE

ORIGIHARON EM €. annuum vor. glofuuwsoulun
CCHILTEPIND .
COHTEMIDO DE CAPYALCIMA
LINEA I.C. " Tugl g poue cceo bi amasald
ZELULAR LIMEA ZULTIVG ORIGEN™
cas 1.73 310z, o U, o
cze® 6, o 19222, D o, o1
ci1a [T =as. 32 o. v
cus o, 50 41,0 U, o2
csT 1.0 412, 2w vz
<z L. 99 48,100
[+ Cu, ap V1. 08
cae L. 01 260, Gd -
€ar G, 0 Ld4, 49
cz4d ¢, o7 DG, DS :
cos I-1-3 on. a3 :
cLo o. T2 seide
: ©. 56 10,13

I. Cc. 8 INDICE BE CTRECIMIENTO.

L3
LINLAS DE MAYOR FRODUCIEON.

C= CAPISAICINA.

HO SE DETERMINO 1. C. BN LOS CULTIVUS LN SUIPCHSTION O ORIJEN.



TABLA XYI1 INDICE DE CRECIMIENTO Y CONTENIDO DE CAPSAICINA
EN CULTIYOS EN SUSPENSION DE LAS LINEAS
CELULAREE Y LOS CULTIYOS DE LOS QUE SE
ORIGINARON EN 2. chinense CHABANEROD).

CONTENIDC DE CAPSAICINA

LINEA I.C. " CugCrg peso seco biomasa)
CELULAR LINEA CULTIVO ORIGEN™™
ll‘ﬂ& 0. 47 1217. 43 O, 1214

"ﬂ" 1. 38 144%. 70 O, 3304

"ﬂﬂﬂl 1. 21 1090, OG 0. 1218

"7ﬂl O, d1 Tod. 40 0. 1214

llSDh o. 21 oi0. PS o, 0307

""ol 4.7 1T, 43 o, GIP7T

nes 5. 58 470. 13 0. 0397

H4z2 1.02 441,50 . 0397 ;
§1.1] 5. 30 2. oa 0. 0336

133 0. 33 200. S8 0. 1210

nve 1. 60 Zdd. 165 0. 1218

e a. J0 214. 4P o, 0435 -

I.C. = INDICE DE CRECIMIECNTO.

L1

NO SE DETERMINO I.C.

C= CATSAICINA.

EN LOS CULTIVOS EN SUSPENSION DE ORIAGEN.
LINEAS DE MAYOR PRODUCCION,
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€19?7), sino que es recomendable partir también de cultivos
con bajas producciones, ya que hasta el momento no sc Lienc
la seguridad de quc la relacidn cntre produccién de un
cultivo y de las lineas que se obtlenen de ¢l sca directa.
Ademas hay que considerar que de acuerdo al princilpio de la
totipotencialidad y al fendmeno de la Varlacidn Somaclonal,
es posible obtener lineas altamente productoras a partir de
cultivos in vitae con baja actividad blosintética.

Un aspectoc que es importante sefalar cos que come se
puede obscrvar en los resultados en cuante a la cantidad
absoluta de Capsaicina Cugrg peso seco) referidos a Jalapefio
y Habanero, es que no Se encentraron lincas celulares de la
primera especie cuya produccidn sScbrepazara la obtenida por
las de la segunda, de lo cual se puede concluir que la
capacidad biosintética de cada especice esta regulada
genéticamente de tal manera que no es posible, por el método
agqui usado, sobrepasar los nlveles ya establecidos dentro de
su genoma, y ¢gue debido a la corresPSndencia de preoduccion de
los cultivos ¥y las lineas celulares es necesarls Ltomar en
cuenta la especic que se va a manajar cuando sc intenta

cblener lineas celulares altamente productoras.

5.8 RELACION ENTRE CRECIMIENTO Y CAPACIDAD
BIOSINTETICA EN LAS LINEAS CELULARES
OBTENIDAS PARA CADA ESPECIE.

En las Tablas XV, XVI y XVII 5¢ presentan los resultados

obtenides tanto del indice de crecimiento:

I.C._ PESO SECO FINAL - PESO SECO _INICIAL
PESQ SECO INICIAL



como del contenido de Capsaicina, de las lineaﬁ"éelulires
obtenidaz ‘en las variedades de CLancicum ch1 cuj-."!..ivos en
sSuspension. .

' Como se puede apreciar en la Tabla XV, la linca de
Jalapefio de menor produccidén C1.7 ugC.’g peso szcc de biomasal
Luvo a =u vez un alts indice de crecimiento (1,E8) ccmparade
con el cbtenido C0.72) en ta de mayor produccian 4289239
HgC.'g peso sceo de biomasad, respuesta que :debia ser la
cesperada considerando la aseveraciédn de varios autores en ol
sentido de que la produccion de locs metabolitos seocundariaos
se encuenira inversamente relacionada con el crecimiento
celular C(Lindsey ¥y Yeoman 1983,19882; sin embargo, si se
observan loz resultados entre ectoz dos parametros en el
resto de las lineas se puede asegurar que en el casc de
Jalapefo esta aseveracidn no se cumple, Ya dque no se presentd
ninguna relacién definida entre produceidn e indice de
crecimionto,.

Con el chile Chillepin <{Tabla XV¥I) tampoco se obzerva
algun tipo de relacidon entre estas doz vartiables, ya que por
ejemplo las linecas marcadas como productoras (&2, la €34 y la
C29, presentaron producciones de 3189,.99 y 1392 B6 ugCrg peso
z€co de blomasa ¢ indices de crecimientc de 1.78 » 2.60,
ruspectivamente, correspondiends a la lineca de mayor
produccién el mas alto crecimiento; =Zin ecmbargo eslos
resultadeos no nos permiten generalizar ningun tipe de
comper tamiento.

Esta relacidn inversa tampoco se presentd en el chile
Hakanera (Tabla XVII), donde ademis noc se pudo establecer
algun tipo de relacidn entre .crecimlentc y produccidn de
CAPS, ya gque las lineas conzideradas como preductoras (s
presentarcen un amplio rangos de indices de crecimients, los

cuales reflejan diferentes wvelocidades de crecimiento.
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Los resultacdos anteriores fueron totalmeonte cpuestos a
los encontrados por Lindzey y Yeoman (19890, cuyo trabajo
realizado con células inmovilizadas de Papsicum fautedrcens
les confirmé la idea de gque a mayor crecimiento menor
capacidad biosintética, ya que encontraren quz mientras la
linea de mayor produccidn Luveo un indice de zrecimiento de
0.87 y una produccidén de 2,27 ugl-g de biocmana posc fresco,
la linea de mayor crecimientlc presentd un indice de 2.85 y
“una produccidén de .17 pgCrlg de biomasa peso fresco.,  £in
embargo, Rodriguez (19822 también establec!sd que parc 2.
annauuwm var gladriuwoculfumraviculene no fue posibtle dar  una
relacidén clara entre crecimiento y produccidn de CTAPS,

Con estos antecedentes, y come ha s1do sefjalade por
Halden y col, (19873, s& puede afirmar que en el caso de las
especies del género PYapwicum no se ha logrado determinar
claramente todos los factores que inteorvienen con la
biosintesis de los CAPS Y que se ha cencontrado mucha
variabilidad en las respucestas de las células en cultivos in
vithe CAitken, y Yeoman 1986; Holden y col. 19862,

La afirmacidén anterior también fue comprobada por
nosolros cuando se analizée la apariencia morfoldgica de los
cultiveos, tanto de tejido calloso zome de células on
suspension, con elles se observs una aparioncia variable on
cuanto a cclor, friabilidad y crecimiento con respecte a la
produccidn de CAPE, de tal forma que no sz pude octablecer
alguna relacidn estricta entre ellos. En el trabzio recalizade
por Lindsey ¥ Yeoman en 1985, ze¢ demoestréd que de manera
general loz callos pdlidos, compactes Yy ftriables de €.
frutescens que no tuvieron clorofila produjeron CAPE, y los
que presentaron clorofila pudicron o no biosintetizar estos
motakolitos., Cake uclarar gque a nivel de fruto, la mayor

produccidn de CAPS se da cuando disminuye la zintesiz de



clorofila CIwal y col. 1974).

5.9 LINEAS ALTAMENTE PRODUCTORAS
DE CAPSAICINOIDES.

En la Tabla XVIII =se presentan los resultados de
produccison obtenidos en ias lineas celulares selecclionadas
por su  mayor contenido de capsaicinoides ‘en las tres
variedaes de EBancicum.

Como 3¢ puade apreciar ep estos resultades, ¢l ndmero de
lineas c=lulares con mayores producciconcs fuc muy pequefio
comparado con 2l numers total de lineas que se cbtuvieron eon
cada ezpecie, deo tal forma que en Jalapele se chtuvierwun dos
lineas altamente productoras a partir de 2356 le que
reprecsenta el 0.56%; en Chiltepin se scleccicnaron dos lineas
con mayor produccidn partiendo de un Lolal de 408 (0. 4000, y
en Habanero sSc generaron & lineas de un Lotal 282 C1,3100.
Estos reosullados resaltan la necesidad de contar con un  gran
numero de clones celulares para poder obtener a su vez un
mayor numero de culbivos produclores.

Otre aspecte que resalta en los resultados oblenidos es
que la produccion en las lineas celulares catalogadas como de
mayor produccidn sqbrepaso drastlcamenle a la de los cultivos
a partir de los cuales se originaron. En el casc de Jalapefic
(Tabla XV2 se puede ver gque para las lineas marcadas cgqmo
producteoras €&, el aumento de produccidn entre ellas y ol
cultiveo original fue del 83578% para la linea J172 y del S435%0
para la Ji2ga, L

Para el chile Chiliepin CTa.bla XVID zc observa gque el
aumento de produccidn fue del 2.8 = 4 7:; para la linea C24 ¥y
del 1.1 x 10? * para la linea C290,

En cuanto al chile Habanero (Tabla XVII) se presenta un
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TABLA XVIII.

PRODUCCION DE CAPSAICINOIDES EN LAS
LINEAS CELULARES SELECCICOHADAS COMO
ALTAMENTE PRODUCTORAS EH LAS ESPECIES

PE Zansicuma

ESPECIE LINEA PRODUCCION DE CAPSAICI NA“
CELULAR HaCg B.E. wp.g
€. cnauvuwm
VAT, anfum J122 230. 12 o, o0za
{IJALAPEROD J172 . 289, 2o - 0,020
€. annuum
var. gladriusculum czo . tapz. es oo
(CHILTEPIN) cad S 8. v 0.2z '
n4o 315, 46 0. 05
1nao . s18. 70 ©.06
€. chinense HTO VoS, 40 e =13
GIADANLERO) 1nso 1o3g. oc Q.10 .
Hos 1443, 78 0.14

H4D A747. 13 0. 17

L]
DETERMINACION EN CULTIVOS EN SUSPENSION.

Lo

AP. S. = g CAPSAICINA,100 g PESO SECO.
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aumento de produccisdn del 1.4 % 107 % para la linea H4S, del”
2.4 % 10" % para la linea HB4., del 8.5 x 10° '
HBO, del 6.3 x= 106 M para la linea H78, del 1.5 = 1.0? i para
la linea H39 y del 1.2 x 107 % para la lineca H40,

% para la 1iknoa -

OCe estos resultados se puede concluir que la técnica de
cicnacion celular para la oblencién de linecas con altas
produccicnes de metabolitos secundarios es muy favorecocdeora,
ya que permite seleccionar células cu.)'a capacidad
biosintética supera a la del cultivo en general,

Ahora bien, comparando los resultados deo produccién de
CAPE cbtenidos en las lineas celulares seleccionadas eon este
trabajo y los obtenidos previamente en culiives no
zeleccionados, 5o puede concluir que para el czhile Chiltepin
presentd un incremento de produceidn de ostos metabolitoan, va
ya que en el trabajo realizado peor Veldoques (17228) s5e¢ tuvo
una produccidén maxima de 471,05 npgCrg pese secosl on cultivos
en suspenszidén, mlentras que en las lincas cbtenidas este
valor correspondid a 1392,88 pgCrg peosc 3cco para la linea
Cea v a 2199, 99 ugC’g peso seco para la C24, lo que
representa un incremento del 295% y 8768% rospectivamente.

En cuante al chile Jalapefio, se tuvo un incremento de
produccién entre el S00X% y el 700%, va que en los estudios
realizades por Calva C1988) con esta misma cspecie pero en el
cultlivar Papalocapan. ze obtuvo una produccién de 40 ugCAPS. g
peso seco en cultivos en suspenzidn,

Para el chile Habanero, que ha sido una de las especies
mas estudiadas, se tienen rangos de produccién de hasta 0.1
mg de CAPS.g peso seco, lo cual representa el 2.01%, sin
emnargo, como se  puede observar eon la Tabla XVIII, oo
ll=zgaron a obtener lineas celulares cuyas producziches
schrepasaren este rangos Chasta un Q.172%0,

En base a los resultados antcricres s puede copgluir



que las lineas celulares obtenidas en este trabajo
sobrepasaron los niveles de produccidn encontrados zn otras
especies de Yapolcum bajo condiclones “in vlre, lo cual era
de esperarse si se Loma en cuenta el origen unicelular de las
lineas y el fehdmene de VYariacién Somaclonal; sin embarge,
al compararlas con las producciones obtenidas en los frutos
CTabla XIJ) se observa que todavia 3¢ esta muy por abajo de
es0os valores en cada cspecle; noe obstante, zec plantca la
posibilidad, como ha sido seffalado por Holden y sol., €1988)
de generar lineas celularcs con mayores produccioncs que las
hasta aqui obtenidas, partliendo ahora de estas nuevas lincas
donde por un lade la heterogeneidad celular se ha dizminuido,
y por el obro, las célulaz que la conforman tLienen la

informacidén genética de mayor aclividad biosintética.

S.10 ESTUDIO DE LA ESTABILIDAD EN LAS
LINEAS CELYLARES OBTENIDAS.

Con el propésito de examinar la estabilidad de 1las
lineas celulares seleccionadas se determingd cuantificar su
contenido de CAPS por un periodo de dos meses, lo cual
implicd cbtener cuatro datos de preoduccidn.

En las Figuras 11, 12 y 13 sc representan graficamente
los resultados obtenidos en este costudio y en todos los
clones, cabe scflalar que se establecid llevar a cabe este
estudio preliminar de estabilidad en todos los clones con el
1'in de observar si todoz mantenian sus niveles de produccisn,
lo cual era de esperarse =i se considera que las lineas
habian partido de un célula y por le tanto pedian tener las
mismas caracteristicas genéticas, fisiolédgicas, morfoléglicas
¥ productoras (Rhodes y col. ,1988),

En el caso del chile Jalapefio CFigura 112 se aprecia que
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FIGURA M1, FLUCTUACION EN EL COMTENIDO DE CAPSAICINOIDES DE
10 LINEAS CELULARES SELECIONAOAS DE C.annuum var, anauum

(JALAPERD).
50
@126
pgC/gP.s MARCA 2
49 4
30
Ji120
ygc/gr.sJ dur7 HARCA 1
4 J210
a J18
10d
15 30 45 60

600 Qu122
nrz
. MARCA &
500,
400
300/
200
08! "HMARCA 3
83173
BJ195
100 4
15 0 a5 60

TIEMPO (DIAS)



laz produccicnes de los clones dentro de cada marca
precstablecida cayeron dentro de un range caracteristico, de
tal forma que se observa una separacién clara entre los
clones de mas baja produccidén y los productores. Es as{ come
podemos establecer que los clones de la marca 1, de acuerdso a
la seleccidn primaria, tuvieron producciones en el cultivo en
suspensidn Y determinadas por HPLC de 1.7 a 12.02 ugCrg peso
seco, los de la marca 2 variaron de 38.5 a 47.'83 ngCrg peso
seco, los de la marca 3 se mantu-v.i.cron entre 62,0 y 191.3
ugGrg peso Seco ¥y por Wltime los de la marca 4 cuye range
varid de 231.9 a B805.29 ugCr ¢ peso seco, lo cual confirma
claramente la posibilidad de separar cada nivel en baze a la
determinacidn cualitativa con el reactive Gibbs.

Por otro lade, tLambién se puede obscrvar que hubo
variabilic_iad en la produccién de los CAPS a lec largo del
tiempo de estudio, aspecto gue 3¢ acentud mids en uncs clones
que €n otros; este mismoe fendmeno fue obzervado paor Rodriguez
C1989) trabajando con cultivos en suspensidn no seleccionadoz
en el chlile Chigol. Como se puede apreciar en la Figura 11 se
presentd un compertamiente oscilatorio que se hizo mas
claroc en las lineas catalogadas como productoraz. Como ya ha
sido sefialado por varios autcores las diferenclas encontradas
ern la actividad biosintética entre cultivos es un fendmenc
comun en el Cultivo de Te]jidos Vegetales, y aun cuande su
explicacién es aun desconocida, se plantean come posibles
cauzas de esta inestabilidad: 13> la presencia de varios
quimiotipos celulares diferentes dentro de la poblacidén
celular, lo cual ha zido demostrado en clones do fatharanthus
resews derivados de proLoplasLo.:; y productores de ajmalicina
¥ serpentina C(Constabel y col., 189B2) y 22 la posibilidad de
que la preduccién de metabolitos secundarios por Cultivo de

de Teojidos Vegetales este sujeta a alguin procese intrinsecc



que lleve a una varabilidad continua en los niveles de
produccidn CTabata y col,,1878). Con respecto a cste ultimo
punte, Zenk €1978) plantea que en base a la estabilidad en
produccidn exizten al menos dos clascs de cultivos celulares;
uno de ellos produce los compuestos especificos con altos
niveles y la mayorfa o todas las céluas lo hacen, de esta
de esta manera estos cultivos son tanto altamente
productores como estables por muchos aflos, ejemplos Lipiceos
de esta clase de cultivo son las especies Disscorea
dellaides, Panax glnoeng, Merinda cltrdfolia, HAmmi vionaga v
Coleus 8lumel, cuyas produccicnes se han mantenido estables
por perlodos de tiempo muy largos, lo cual demuestra
claramente la estabilidad de las células diploidez en su
capacidad de formar ciertos productos.

Un segundo Lipo de cultivo in vitie es represcntade por
un gran ndmerco de especies, entre  laz que  destacan
Catharunthus recews, Nicotlana tabdacum y Canpoicwm farudescens;
en esble caso las lineas celulares altamente preductoras
fueron obtenidas unicamente por seleccidn clonal y siempre
mostraron una considerable inestabilidad bicquimica a lo
large de los subcultiveos, sin embarge, fue pozible la
recuperacisn de sy caracteristica de alta capacidad
biosintética cuando se mantuvieron bajo procesos de seleccidn
continua. Aun cuando ze ha atribuido que este comportamiento
en la actividad biosintética esti influenciadeo por factores
nutricionales y ambientales su variabilidad en ol dltimo de
los casos es un resultado directo de inestabilidad genética.
Existen un gran numcro de evidencias de la aparicid4n de
cambios cromosémicos ¥ mutaciones puntuales durante los
cultivos in vitwe CBayliss, 1980; Meins, 1982), zin embargo
no toda esta inestabilidad en la produceidn se puede atribuir

a cambios genéticos, ya que también ze tiene conccimiento de
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que en condiciones (n vitre se presentan cambleos reversibles
en la expresién genética, llamados cambios epigenéticos, lo
cuales al parecer se asoclian mAS con el zontrol y la
regulacidén de la actividad bioquimica de las ec#4lulas
cultivadas CWareling y col., 1985). Estos camblos epigenéticos
son manifestados en respuesta a condicicnes nutricionales,
hormonales y ambientales, dirigidas de tal forma que bajo
condiciones inductivas se aumenta la velocidad ::!r-: variacidén,

Ezstas observaciones suglieren que para e} caso del chile
Jalapefio el tipe de cultive que se presentd 5 del tipo de 8,
assens, es decir, que se caracterizd por su inestabilidad en
la capacidad biozintética, lo cual pudo haberse debido a la
aparicién de cambios epligenéticos causados por los
diferentes condiciones de cultive que se
presentaron durante los subcultivos, ya que como menciona
Scragg y col, (1988), las variaciones tanto nutricionales
como ambientales en los subcultivos de una li{nea ceclular de
€. aoscus provocaron la inestabilidad de la misma en cuanto a
su preduccidén de serpentina.

Pasando ahora al chile Habanero (Figura 12, =se observa
que al igual que en Jalapefio, se presentd una sScparacién
entre cada marca previamente establecida de acuerdo a la
seleccidn primaria con el reactivo de Gibbs. En esta especie,
los clones que se agruparon dentro de la marca 1 variaren de
120.11 a 244.18 LgC/g peso seco, los de la marca 2 fluctuanron
entre 237.8 y 312.16 ugCrg peso seco, los de la marca 3 entre
343,15 y 417.13 ugCr/g pesce seco y por ultimo les de la marca
4 correspondieron de S15,.48 a 7786 ngCr/g peso seco. De estos
resultados se puede conclulr que aun cuando se presentd una
clara separacidén entre cada marca, también se observd que las
diferencias entre una y otra fuercon muy pequefas, lo cual era

de esperarse debido a que en esta especic se observd la
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presencia de otros compuestos féndlicos C(caracterizades por
el color café¢ que presentaron los cultives tanto en medie
semisolido como en suspensidnd) que provocaron interferencias
en la reaccldn del reactivo de Gibbs y los CAPS durante la
seloccliédn primaria. Este mismo hecho puede explicar el que
dentro de la marca 4 Ccultivos productores), come ya se dijo
anteriormente, se presentara una mayor variabilidad entre los
clones y sobretodo en una misma linea.

Como se puede apreciar en la Figura 12, vy & diferencia
del chile Jalapefio, las lineas agrupadas en las marcas 1, 2 vy
3 tuvieron la Lendencia general de dizsminulr su produccian a
lo largo del tiempo, mientras que las cencasilladas en la
marca 4 tendieron a aumentar su produccidédn a tLraves de los
subcultivos. Estos dos diferentes comportamientos dentiro de
la misma especle pueden ser explicados como el resultado del
diferente origen que tuvo cada linea. De manera gencral el
compor tamiento de cada linea de Jalapefio fue de
mantenerse fluctuando dentro de un md smo rango;
contrartamente, para el chile Habanero CFigura 12), el
comportaminteo general fue la disminucidn en la produccidn a
le largo deo loz subcultivos para las marcas 1, 2 y 2 y de
elevacldén para la 4, lo cual comprueba ol efecto de la fuente
vegetal ¥y la presencia del fendmeno de Yariacidn Somaclonal.

En la Figura 13 se prescntan los recultados obtenidos
. para el chile Chiltepin, donde se puedec apreciar que esta fue
la especie que presentd el mayor indice de variabilidad, lo
que impidié e=ztablecer un tipo de comportamiento
caracteristico. En esta especie las lineas de la marca 1
variaron de 18.1 a 109.91 ugCrg peso seco, laz de la
marca & cayeron en el rango de 183.71 a 441.50 ugCrg
peso seco, las correspondicentes a la marca 3 fluctuaron

de 241.18 a 797.27 pgCrg peso seco, mientras que las de la



FIGURA 13, FLUCTUACION EN EL COMTERIDO DE CAPSAICINOIDES DE
13 LINEAS CELULARES SELECCIOMADAS OF
C. annuus var. glabrivsculum {CHILTEPIN).
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marca 4 tuvieron un range de 1392.82 a 3189.09 ugCrg
peso seco; resultados que nos llevan a establecer que en
este caso la separacién entre las marcas fuc menos clara
que en Jalapefo y Habanero, ya que hubo puntos gque Luvieron
producciones traslapadas; por otro lade, no se observd ningun
tipo de comportamiento, ya que mientras unos clones se
mantuvieron mis ¢ menos estables (marca 1), obros presentaron
tante oscilacicnes drasticas seguldas de un ;:omportamicm.c
sin varlacidn Cmarcas 2 y 4). Estos resultados, al igual quc
los obtenidos en Jalapefio Yy Habaner o, zonfirman 1la
importancia del corigen del material vegetal y la neccosidad de
llevar a cabo selecciones continuas que permitan obtener
altas producciones dc una manera estable.

En basc a lo anterior se puede concluir que las linceas
celulares obtenidas en este trabajo presentaron variabilidad
en su produccidn a lo large del tLiempo de estudio, sin
embargo, fue posible emmarcarlas dentro de las marcas
preaestablecidas en la seleccidn primaria. Por otro lado se
observéd que el oarigen bicléglco del material wegetal tuvo
marcada influencia sobre el comportamiento de los subcultivos,
ya que mientras Jalapefio, que partié de un cultivar mejorado,
se comportd de una manera estable, Chiltepin, de origen
totalmente silvestire, presentd un allo grado deo varlabilidad
en loz patrones de produccidn.

Las lineas celulares aqui obtenldas tuvieron el mismo
comportamiconts que ya antes habia sido observado on otras
especles, donde los cullives, a pesar de haber sido derivados
de células aisladas, exhibieron un amplioc range de variacién
en la producciéon., por le que. se planteca la necesidad de
realizar selecciones conlinuas para ast ascgurar una
productividad y establlidad necesaria para =1 desarrollo
biotecnolégico.



Cabe aclarar que aun cuande la mayoria de nuestras
linecas seleccionadas presentaron inestabilidad en sy capaclidad
blosintéetica, no se observaron casos donde la Leondenclia fuera
la disminucién de esta caracteristica a2 lo large de los
subcultivos. Tomando en cuenta esle comportamiento, y el
hecho que el picor en las especies dol génera Lepsicum
estid controlado por un sola gen dominante CC/C unido a Est-7
del cromosoma 11 del genoma de Tapoicwmd CLoaiza y Tanksley,
196880, es pozible sugerir que la ineztabilidad en la capacldad
blosintética de las lineas oblenidas estuvo determinada
principalmente por cambios epigenglicos, ya que aun cuando
hube variaciones eh la produccidn de CAPS, s abservd que,
sobretodo en Jalapefo, tLodos los datos cayeron dentro de un
rango determinado y que no hubo disminuciones muy marcadas,
de tal forma que estas varlaciocnes pudicron haber sido
debldas a algun cambio dentra de las condiciones del cultive
qua indujeron diferentes respuestas eh la expresidn genética;
por otre lado sc ha sugerldo que la pérdida o la variabilidad
de la produccidén de metabalitos =mecundarioz por cullivos in
vithe es debida principalmente a cambos epigenéeticeos que se
manifiestan como resultade de las variaclonesz gue sufren las
condiciones nutricionales, hormonales y ambientales durante
les subcultivos de las lineas celulares (Wareing y col.,
1685; Scragg y col., 1988,

Estos resultados también sugleren que el uso del
reactivo de Gibbs como método de seleccidn primaria es muy
confiable, ya que aun cuando las lineas presentaron
inestabilidad, se cbserva que los rangos de produccidn entre
las diferentes marcazs se mantuvieron constantes, de tal
manera Jue existlid una separacidn cuantitativa constante
entre ellos, sobretodo en las especles Jalapelo y Habanereo,
mientras que en Chiltepin hubo problemas de traslape
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sntre algunos de ellos,

El comportamiento de las lineas cbtenidas para estas
tres especiexs sugliere que éstas forman parte del grupo de
cultivez caracterizados por su inestabllidad biogquimica, y
cuyas bases gendticas y fisioldglcas ne =on totalmente
entendidas, de lo cual resalta la necesidad de llevar a cabo
estudios que permitan esclarecer por un lado, las causas de
asta inestabilidad y por el otreo, como se pue'de regular la
capacidad biocsintética a través de facteores tanto fisicos

como quimicos.
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6. CONCLUSTIONES.

L Lz relacidn entre el origen del material vegetal y
el comportamiento del mismo en cultivos n vithe so viéd
reflejada a lo largo del presente trabajo, sobretodo en los
resultados obtenidos en la germinacién, en la respuesta a leos
metodos de plagquec y en la estabilidad de las lineas
seleccionadas.

" Los medios de cultivo que dieron los mejores
resultados en la obtencidén de suspensiones con buen
crecimiento y alto grado de disgregabilidad fueron el MS3
para el chile Habanero y el SH3 para el chile Jalapefic y el
Chiltepin.

L] El método de Weber y Lark modificads” para las
especies ¥. aanuuwn var, annauun C(Jalapeflod v €. cfilnense
CHabanerc), y el de Horsch mdiflcado“ para €. annuum var.
Hadriusculum CChiltepind, fueron los mas adecuados para la
cbtencidn de clones celulares, ya que permitieron obtener lLas
mayores eficiencias de plaquec a las menofes concentraclones
celulares, evitando con esto la posibilidad de ceoalicidn
entre cd¢lulas adyacentes durante su crecimiento.

" El uso de células alimentadoras en medio de cultivo
liquido permitié por un lado obtener un mayor nuamero de
clones, y por el otro disminiur el tiempo de induccidén de los
mismos, en las tres especies de Bansicum,

[ La especie Panoloum annuum var. glalbrivoculum
CChiltepind presenld maycres redquerimientos de cultivo para
la induccidn de crecimiento a partir de células alsladas.

* Los valores de eficiencia de plaquee mias altes que
se obtuvieron en este trabajoe fueron del 13,04% para
Jalapefo, 10.80% para Habanero, ¥y 4.03% para Chiltepin.
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" El usa del reaztivo de Gibbs con la técnica
modificada de Rajpool y Covindarajan (1981), resultd ser el
mas adecuado como mélodo de seleccidn cualitativa primaria y
- de descarte, ya que tue ripido y confiable para determinar
dentro de un gran numaro de clones cual presentaba una mayor
producciédn de CAPS.

" La falta dc correspondencia cuantitativa enire la
scleccidn primaria y la seleccidn secundaria se debid a gue
cada una de ellas se llevd a cabo bajo condiciones muy
diferentes; sin embargo, si se observéd una correspondencia
cualitativa entre amb s métodos, lo que permitlid establecer a
la scleccidn primaria comos método grueso de determinacidn y
descarte. .

» Las lineas seleccionadas como de mayor produccidn
fueron la, J122 (239.12 ugCrg peso secod y la Ji72 (289.29
HgT/g peso saeco) para la especie Jalapefio; la C20 (1392, 86
HyCr/g peso secold ¥y la €34 (3189,998 uglr/g peso secé) para el
chile Chiltepin ¥y para Habanerc se scleccionarcn la H40
CS15.48 wuglrg pes> seso), la H3Y (618,78 nugCrg peso seco?, la
H78 (788, 48 pgCg pesnH seced), la HBO (1038, 060 ugC/g peso secol,
la HB4 C1448.78 n3ICr g peso secod y la H4B C1717.12 ugCrg peso
secoy. De esta manera se comprob® que la técnica de clonacién
cclular para la obtensidn de lineas con altas producciones de
metabolitos secundarios fue nmuy Tavorecedora, ya dque permitld
gencrar Llineas cuya capacidad biosintética superd en gran
medida a la de los cultivos de los cuales partieron.

L f.as lineas celulares obtenidas en este trabajo
superaron los niveles de produccién encontrades en otras
especies de ¥enosicum bajo condiciones in vitar, sinn embargo,
todavia se encuentrin muy por abajo de los obtenidos en
fruto.

» Tante 1la produceisdn de capsaicinoides y el
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r'-cimi‘cn!.o en. los t:ultivcs' cn' suspensidn de i;\- iincas
;elccclonadas. Seome . la capacxdad bxcs.\.ntétxca de c.sLa_. y la
de los cultivos de 'los que se originaron, no prescntd nin'g\il'n »
tipo -de compcrhamcﬁto ‘clarc ’ que permiticra l.estaﬁléc_c:!r
algura relacisn entrec: Los parametros’ estudiados. L
» Do acuer do al cstudlo prelx.m:.nar de la es Dbllldud en
Lz lirea_.-.,clcfcionada" :c plantea por.Kun lado. quc la.'
. -mrxubllldad N

u; c.apac.xdud ch..an’-L:Lc.: pudc..'f,,

haber :aldc or modlf&cacxone en3 5y cxprcsirbn'

gcnttica C"amb:.o.;_cp:.gcnctlcc_.) ori gxnudo.. For E:i"'rtg:.mcn- do’

_ubcultu.’c.. ..Ln-.acleccxén a los” que esluvieron e.,cpue_.l.a...""_”

pcl‘ 21 otro- quci_.\a_, & np09§c;'aqgi ostudiadas  per t.c.necen al’ .

grupo  de  cultives caracterizados por sull :.;wst.abirlida.d-:—i.i

bioguimica & leo largo de los subcultivos, por -lo que sa .
sugiere llevar a3 cabo procesos de seleccién c:c:_ntihua para-
azegurar la productividad y la estabilidad 'ne'c:e;sa;rLa._.ep el
desarrolla de un process biotecnoldégico. .

" Tanto el fenpdmeno de Variacion Somaclonal covﬁd .lra.
inestabilidad caracteristica de este génerce plantea . la
necesidad de  uszar métcdos de  conservacidn par:i . ‘c'c].ul_a:s
wegetales gue impidan la variakilidad ¥ la’ pérdida .Jc‘ i’;

capacidad biosinlé¢tica de las céluln.a _-clcccxormda.. ;
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