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l. R E S .U M E 

El Cultivo de Células Vegetales representa una alternativa 

potencial. para la producción de sustancias desti11adas la 

industria farmaceútica, alimentaria y agronómica, principalmente 

metabolitos secundarios. Es precisamente dentro de estos 

compuestos donde se encuentran los capsaicinoides (caps). que son 

responsables del sabor picante del chile (Capsicum). 

En el presente trabajo, se presentan los resultados obtenidos 

par~ la producción de caps, usando una variedad silvestre de 

chile conocida popularmente como chigol (Capsicum ~ var. 

glabriusculum/aviculare)~ 

Para germinar las semillas de chigol, se requrió se remojo 

en agua durante 2~ horas A partir de los l1ipocot1los de las 

pl~ntula~ obtenidas en condiciones asépticas, se obtuvo la 

formación de tejido calloso en los medios de Murashige y Sl<oog 

(NS), suplementaao con la auxina ~cido 2,4-diclorofenoxiacético 

(2,4-D) y Scnenk Hildebrandt (SH) con los reguladores de 

crecimiento 2,4-0. Acido p. cloro fenoxiacético (pCPA)y cinetina. 

El mejor crecimiento y friabilidad de los callos en el medio 

se1nis6l1do, se obtuvo en el medio MS con 2,4-0 9 JJM, 

presentando un tiempo de duplicación (tdJ de 11.72 d!as y una 

producción de caps de 1.6 mg/g peso seco. 

La relación de la producciOn de caps y el crecimiento de las 

células de chigol en cultJvo en suspens~ón, presentó una relación 

compleja, con una producción m~x1ma de caps de 175 JJQ/ de 

medio. Al final de la cinética se encontró en los macronutrientes 

del medio de cultivo el siguiente orden de consumo (de mayor 
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menor) : fOsforo, carbono y nitrógeno. 

Por otro lado, la fuente de carbono con la que se tuvo la 

mayor producción de caps. fué la sacarosa al i comparada con 

glucosa y fructosa. Adem~s. se compraba que la cantidad de 

nitrógeno en el medio MS, esta excedida tanto para la producción 

de caps, como para el crecimiento de las células. Analizando Ja 

relación entre los dos nutrientes anteriores carbono / nitrógeno 

{C/N) en la producción de caps, se obtuvo que a valores de dicha 

relación muy cercanos a O la producción de caps se favorese, sin 

embargo mAs que la relacJOn C/N, el stress por deficincia de 

éstos nutrientes en el medio de cultivo puede jugar un papel 

importante para su producción. 

En un intervalo de pH Inicial de 4.7 a 6.7 en el medio de 

cultivo, las células de chigoJ produjeron la mayor ca11tidad de 

caps a pH de 5.7. 

Finalmente se propone como medio de cultivo para la 

proaucc(6n de caps, el medio MS disminuido en su cantidad de 

nitrógeno (50 %), carente de carbono y fósforo y con 2,4-0 en una 

concentración de 9 pM. 
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11.INTRODUCCION 

El chile (Capsicum ~) es un cultivo que fué domesticado 

en México (Pikersgill. 1969) y al cual la cultura del mexicano se 

encuentra fntimamente ligado en sus creencias, tradiciones Y 

h~bitos alimenticios (Lomeli, 1986 ; Long, 1986; Munoz y Pinto, 

1966). Este cultivo, al igual que otras especies pertenecientes a 

la familia de las Solanace~s (tomate, papa y berenjena), se han 

distribuido ampliamente por todo el mundo, formando parte 

importante en la aJlmentaciOn de toda la humanidad. 

Los frutos del Capsicum han sido difundidos ampliamente en 

la cocina internacional debido a su sabor picoso, el cual se 

atribuye un grupo de metabolltos secundarios denominados 

capsaicinoides, que son producidos únicamente por éste género 

(Maga, 1975). En México es aceptado popularmente que los frutos 

de tamaño pequeño, pertenecientes la variedad silvestre 

glabriusculum/aviculare, conocidos como ''piquines,' so11 de los m~s 

picosos; hecho que ha sido comprobado por diferentes autores 

(Morales, 1981; Tapia, 1987) al cuantificar por técnicas 

analíticas el contenido de capsaicinoides de diferentes frutos. 

Los capsaicinoides son comercializados como un extracto 

impuro denominado ''oleorresina''• muy utilizado en las industrias 

de alimentoS y farmaceútica (Govindarajan, 1987). En la 

industria alimentaria son usados como condimentos alimenticios. 

que provocan una mayor aceptación del producto, estimulando la 

InsalivaciOn del bolo alimenticio y adem~s por sus propiedades 

antioxidantes y antimicrobianas (Govl11darajan, 1986a}. Para la 

i11dustria farmaceútfca representan un mercado potencial, por los 



-4 -

efectos que han mostrado tener como anestésico local Y en 

tratamlentos reumáticos (Maga, 1975 ; 

1982). 

Monserreeusorn y col •• 

El factor limitante para el comercio de la oleorresina del 

Capsicum, es su alto contenido de aceites provenientes de las 

semillas, que provocan con el tiempo un enranc1amiento en eJ 

extracto y una pérdida de capsaicinoides (Long, 1986). Purseglove 

y col. {1981), en un intento para evitar dicha pérdida, reportó 

su purificación con extracciones repetidas con etanol frfo, sin 

embargo, con los bajos rendimientos obtenidos los costos 

económicos no pudieron ser cubiertos. 

Por otra parte, los capsaicinoides presentan estructuras 

complejas que hacen difícil y costosa su sfntesls química 

(Govfndarajan, 1986b; Suzuki e Iwai, 1984a). 

Una alternativa para Ja producción de metabolitos 

secundarios, inclufdos dentro de estos a los capsaicinoides es 

el uso de las técnicas de Cultivo de Tejidos Vegetales (Fowler, 

1983; Robert y Loyola, 1985). A nivel industrial el uso del 

Cultivo de Células Vegetales en suspensión, ha dada resuJtadcs 

satisfactorios para la producción de de la shikonina, compuesto 

producido por las células de Lithospermun1 erythrorhizon, que 

tiene usos como colorar1te, antibactericida y antinflamator10, 

producido por la compania japonesa Mitsui Petrochemical (Fuj1ta y 

col., 1981); adem~s de otros compuestos de interés econ~mico que 

ya se encuentran a nivel de Planta Pi Jot:o (Mantel 1 y Smlth, 

1983a). 

Sin embargo, los rendimientos de producción de metaooJitos 
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secundarios obtenidos po~ Cultivo de Células Vegetales hasta la 

ciécada de los 60-s, era_n demasiado bajos al compararlos con los 

obtenidos por el cu! tivo de la planta, por Jo cual se han llevado 

cabo en los últimos años estudios sobre los posibles factores 

ffsicos y qufmicos que pueden tener un efecto reguiatorio 

en el metabolismo secundario de las células, para asf pensar en 

el desarrollo de nuevos procesos dirigido a la producción de 

metaboJitos secundarios de interés económico, por las técnicas de 

Cultivo de Células Vegetales (Rokem y Go!dberg, 1985). 

Teniendo en cuenta lo anterior en el Departamento de 

Biotecnologfa y Bioingenierfa del Centro de Investigación y 

Estudios Avanzados - México y el Depto. de Fisiologla Vegetal de 

Ja Unidad lrapuato de Ja misma Institución, ·desarrollan un 

proy~cto conjunto 

Caps•iclnoides por 

sumergido (Proyecto 

sobre el estudio de la producción de 

células del g~nero Capsicum en cultivo 

CONACyT PVT/A!/NAL/85/3155). Dentro del 

proyecto global anterior, en el presente trabajo se plantearon 

los siguientes objetivos: 

a) Obtener material vegetativo aséptico de chile ''chigoJ•• 

perteneciente a la variedad gJabriusculum/aviculare. 

b) Obtener tejido calloso de dicha espec Je en medio 

semisOJ Ido. 

c) Evaluar el comportamiento de crecimiento celular y 

producción de capsaicinoldes del tejido calloso cultivado 

el medio semis6l ido, adicfor1ado con diferentes 

reguladores de crec1m1ento vegetal. tendientes la 

obtención de cultivos friables. 

d) caracterizar eJ comportamiento cinético de los cultivos er1 
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suspensiOn : crecimiento celular y producción de 

capsaicinoides , ast como el consumo de los macronutriente 

principales del medio de cultivo. 

e) Estudiar en los cultivos de células en suspensión, el 

efecto de diferentes fuentes de carbono. sobre el 

crecimiento y producción de capsa1cino1des. 

f) Evaluar la respuesta de crecimiento celular y producclOn de 

capsaicinoides, en cultivos de células en suspensión con . 
diferentes concentraciones iniciales, de la fuente de 

carbono, nitrógeno y fósforo de la composición del 

medio de cultivo original. 

g} Evaluar en células en suspensión, la respuesta de 

producción de capsaicinoldes a diferente pH inicial del 

medio de cultivo. 
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111. ANTECEDENTES 

3.1.EL CHILE Y LA OLEORRESINA 

El chile (Capsicum ~}es un cultivo originario de 

América, domesticado en México (Pickersglll,1969; Purseglove y 

col., 1981 ). El género Capsicum comprende cinco especies que son: 

~ ~· C.baccatum. f..:. chinense. f..:_ frutescens y f.:_ pubescens, 

las cuales presentan un mosaico de formas. tama~os y colores 

(Pickersgill,19ó9). 

En los trabajos de revisión sobre el chile efectuados por 

Long en 1986 y Lomeli en el mismo año, se discute ampliamente el 

hecho de que estos frutos forman parte importante de la cultura 

del mexicano, encontrandose relacionados con sus creencias. 

tradiciones e lntimamente• ligados a su dieta alimenticia. 

Los frutos del chile son comercializados internacionalmente 

como frutos completos o en polvo, atnbas formas son usadas en todo 

el mundo como una especle picante para propósitos domésticos 

culinarios (Purseglove y col., 1981). 

El grado de picor de los frutos del chile varfa de una 

especie a otra. pero en México es generalmente aceptado que los 

frutos de menor tamaño son los m~s picosos. Al respecto Morales 

(1981), determinó el grado de pungencia de distintos frutos 

aaqu1r1aos en mercados mexicanos y encontró que los frutos 

silvestres pertenecientes Capsicum 

var.glabriusculum/av1culare eran los m~s picosos; estos chiles 

son conocidos populdrmente coffio piquines (nombrados asf por su 

tama~o minúsculo). aunque dependiendo de la regi611 geogr~fica del 
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país reciben otros aP.elativos como : chile parado, chile mira 

para arriba, chile chiltepe, chiltepillo 

monte, chigol y otros (Long, 1986). 

chilpaya, chile de 

Purseglove y col. (1981), afirman que Capsicum annuum var. 

glabriusculum/aviculare es probablemente el progenitor silvestre 

de los cultivos de .f_.annuum var.annuum, con el cual se puede 

e ru zar faci !mente, en la actualidad 1 a variedad 

glabriusculum/aviculare se encuentra extendida desde el su~este 

de EU, a través de México y Centro América, hasta el noroeste de 

América del sur. 

La industria alimentaria suele usar los frutos del Capsicum 

completos en la elaboración de salsas o chiles en conserva, sin 

embargo para el sazonamiento de alimentos procesados como jamón, 

salchichas y otros, resultd ventajoso él uso del extracto 

aceitoso del fruto conocido como "oleorres ina 11 

(Govindarajan, 1987). 

Uesde el punto de vista tecnológico la calidad de la 

oleorresina se mide en base a su color, olor y picor 

(Govindarajan, 1987)~Con respecto a.1 color, Maga (1975) cita que 

Jos pigmentos principales asociados con la coloraciOn del chile 

rojo son ; capsantina, capsorutina,J3-carotenos, violaxantina y 

criptoxantina. En tanto que el olor de la oleorresina ha sido 

atribuido a una larga lista de compuestos que incluyen alcoholes, 

c'jcidos carboxflicos, ésteres, pir~zinas y terpenos; sin embargo, 

en las evaluaciones de control, se da mayor atenciOn al compuesto 

2-metoxi-3-isobutil pirazina (Govindarajan, 1986a; 1907). 

La mayor importancia d~ la oleorresina es atribuida ~1 picor 

que ~sta pr~senta, debida a la presencia de una mezcla de amidas 
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~cidas de vainill1lamina unidas a cadenas laterales de acidos 

grasos. de 9 a 11 atamos de carbono denominados Capsaicinoides 

(Suzuki e Jwa1, 1984a). La calidad de la oleorresina depende de 

algunos factores claves como son : el estado óptimo de madurez 

de los frutos, el tratamiento adecuado al secarlos, triturarlos y 

el disolvente usado para su extracción (Purseglove y col., 1981 ). 

La oleorresina del Capsicum obtenida del fruto, presenta el 

problema que con el transcurso del tiempo sufre un 

enranciamiento, debido a la prescencia de aceites, procedentes 

principalmente de las semillas (Long,1986). Como consecuencia de 

lo anterior se ha · intentado la purificación de los 

Capsaicinoides, sin embargo el hacerlo, origina que disminuya el 

rendimiento del proceso y que los costos de producción se eleven 

(Purseglove y col., 1981 ). 

Por otra parte, la producción de los capsaicinoides por 

síntesis qulmica es un proceso muy costoso e involucra un gran 

número de pasos, obteniendo en el producto final una mezcla de 

isómeros con propiedades de picor diferentes las de los 

cap!:aicinoides (Govindarajan, 1986a; Suzuki e Iwai, 1984a). 

Es importante para la industria de alimentos contar con una 

mayor disponibilidad de capsaicinoides, ya que estos compuestos 

presentan algunas ventajas sobre otros aditivos alimenticios, por 

su estabilidad en el picor y por sus propiedades antioxidantes y 

antimicrobianas sobre Baci l lus ~ y B. subti 1 is 

(Govindarajan, 1987). Por otro lado desde el punto de vista 

farmacológico el potencial de los capsaicinoides es amplio, ya 

que tiene efectos variables sobre los sistemas respiratorio y 
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cardiovascular cuan~o son propof"cionados oralmente o 

intravenosamente. Estos compuestos han mostrado poder servir co~o 

analgésicos locales, .siendo esta actividad .farmacológica 

atributda a su efecto sobre neurotransmisores como la substancia 

P y otros neuropéptidos (Leeman y Rainer, 1981; Monserrenusorn y 

col.,1982; Virus y Gebhart, 1979). 

3.2.LOS CAPSAICINOIDES 

Thresh en 1846 fué el primero en cristalizar y nombrar 

capsaicina al compuesto responsable del sabor picoso de los 

frutos del Capsicum, pero fué hasta 1923 cuando Nelson y Dawson 

determinaron su fOrmula qutmica como :ic. 8-metil-6 nonoico de 

val ni 111 lamlna (Govlndarajan, 1985). 

En la actualidad gracias al desarrollo de técnicas 

analtticas como la cromatografta de capa fina, cromatografta de 

gases cromatografta lfquida de alta resolución se. ha podido 

descubrir que adem~s de la capsaicina, en los frutos existen 

otros compuestos an~logos con sabor picante, los cuales en 

conjunto son denominados capsaicinoides (Lego, 1984; Suzuki e 

lwai, 19B4a; Toad y col., 1975). 

Lego (1984) Suzuki y col.(1981a) reconocen cinco 

capsaicinoides como los de mayor picor: la Capsaicina (Cap), 

Dihidrocapsaicina lOHC), Nordihidrocapsa1cina (NDC), 

Homocapsaiclna (HC), Homodihidrocapsa1cina (HDC) y 1 a 

Norcapsaicina (NC). De las anteriores la Cap la DHC , son las 

que predominan en los frutos (90 % del total de capsatc1noides), 

mantenier1do una proporción 2:1 o 1:1 y dando mayor pungencia 
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los frutos (Cuadro 1). 

La biosrntesis de capsaicinoides en relación a la madurez 

del fruto ha sido estudiada por Balbaa y col. (1968), Suzuki y 

col. ( 1980) Iwai y col .. (1979), quienes observaron un 

incremento gra~ual en los niveles de capsaicinoides con la 

madurez del frutci. 

En la investigación de chiles ·de Egipto hecha por Balbaa 

col.(1968), la pungencia no fué detectada hasta que los frutos 

iniciaron su cambio de coloración, desde verde a verde-amarillo 

cuatro semanas después de la floración, en sus plantas cultivadas 

en verano y cinco semanas en sus plantas de oto~o. Además 

comprobaron que el picor_ de los frutos cultivados en verano ful 

1nayor al de los frutos de oto~o. 

lwai y col. (1979) y Suzuki y col. (1981) observaron en 

frutos de f·~ cv. Karayatsubusa el maximo contenido de 

capsaicinoides (8.8 mg/fruto) a las cinco semanas después de la 

flo·raciOn 1 punto que coincidió con el mc1ximo de peso fresco y 

contenido de clorofila. posteriormente los tres parámetros 

anteriormente mencionados disminuyeron, mientras que se 

increm~ntó el contenido de carotenoides. 

Factores ·ambientales como la temperatura y la luz influyen 

en la formación de capsaicinoides en los frutos. Por ejemplo: en 

cultivos de Capsicum se ha demostrado que a ~emperaturas m~nores 

20 ~e disminuyeron la f loraciOn y e 1 contenido de 

capsaiclnoieles por el contrario. con temperaturas mayores se 

viO que la s[ntesis y acumulaciór1 de capsaicino1des se' incrementó 

(5uzuki e lwai, 1984a). 

lwai y sus colaboradores a lo largo de sus estudios sobre la 
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formac1ón de capsa•c1no1d.es en Jos frutos del chile, obtuvieron 

dates que dei.iostraron que la luz es un factor importante para la 

formación ae capsa1cino1des. Iwai y col. (1977a), observaron que 

bajo condiciones ae luz continua la biosfntesis de 1 os 

capsaicinoides, en la placenta de frutos de f-~ var.grossum 

se inició de 4 a 7 dfas después de la cosecha, sin embargo, 

ningún capsaicinoide se detectó en frutos incubados en oscuridad. 

Resultados similares fueron obtenidos por lwai y col. (1977b) al 

incubar frutos inmaduros de ésta misma variedad carentes de 

pedúnculo, en presencia de vainillin-amina y ~c. isocc'.'íprico 

(precursores de la ruta.de bios!ntesis de los capsaicinoides) 

bajo condiciones de luz y de oscuridad a 30 ºC de temperatura. 

Suzuki e lwai (1984a), en su trabajo de revisión del 

Capsicum, citan el trabajo de Bubiez, quien demostró que Ja 

cantidad de macronutr1entes (130 Kg/ha de potasio, 50 kg/ha de 

nitrógeno y 22 kg/ha de fósforo), adicionados a los cultivos de 

Capsicum. ~· juegan un papel decisivo para la obtenciOn de 

frutos con alto contenido de capsaicinoides. Por otro lado, Nowak 

en cultivos hidropOnicos de plantas de f.:_ ~mostró que la 

producción de frutos y acumulaciOn de capsaicinoides fue afectada 

considerablemente por la proporcJOn de algunos micronutrientes 

taJes como el cobre, boro y molibdeno. 

Por lo que respecta al lugar de formaciOn de capsaicinoides 

en .. el fruto, lwai y col (1977a) observaron por microscopia 

electrónica. que las c~lulas epidérmicas de la placenta es el 

1 uga r dor1de se sintetizar1 y acumulan estos meta bol i tos. 

Posteriormente Suzuki y e.al. {1980), localizaron a nivel celular 
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pequehas vestculas similares a las vacuolas, como estructuras de 

mayor acumulación. Reci~ntement.e Zarr.ski y col. en 1987 

ratificaron lo observado por los investigadores anteriores. sobre 

el lugar de su formación adem3s muestran que los capsaic)noides 

son sintetizados en el compartimento interno del rettculo 

endoplásmico; y sugieren que las pequeñas vesfcules que contiene 

los capsaicinoides, son derivaoas de peq~eños fragmentos del 

rettculo endopl~smico que migran a través de c1toplásma y se 

fusionan con el plasmalema. el cual debe Jugar un pupel 

importante en la excresión d~ los capsaictnoides la zona 

~ubcuticular del tejido epidérmico, donde son acum~lados. 

Investigaciones de la ruta biosintética de la capsaicina 

y sus an~logos fue contempordneamente iniciada por los 

los cientffícos británicos Bennett y Kirby (1968) y. por 

científicos americanos Leete Lauden (1968) en frutos de E.:_ 

~· aplicando técnicas de marcaje con radioisotopos y 

estableciendo como precursor de la parte arom~tica de los 

capsaicinoides d la LRfenilalanlr.a y de la Cddena acil-grasa a la 

L-valina. 

Posteriormente un grupo de investigadores japoneses: lwdi y 

col. (t977a,b; 1978; 1979), Suzuki y col. (1980; t9d1a,b) y 

F uj i wak'? col.(1980-:, 1982a,b}, usando en sus estudios una 

e~;~c1c de chile con gra11 capacidad par~ la biostntesis de 

C-3psa1cino1des, c. annuuin ·1a r. ~- cv. Karayatsubusa 

estud1~ron la ruta de bíostntesis de capsaicinoides, propon1e11do 

f111almente la vra que se muestra en la figura 1. En sus 

est:.Jdios, 

6ennett 

di~hos investigaao~es coreprobaron lo propuesto por 

K1rby (1960}, de q,_;e -:l precursor del -Jn1llo de 
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v·ainillilamina de la capsaicina es la L-fenilalanlna. en tanto 

que para las caoenas aci 1-grasas laterales, la l-valina condujo a 

la formacfón de Cap y DHC, mientras que la L-leucina llevó a la 

formación de NDC y flDC-

Sin embargo, es importante aclarar que la ruta de 

biosfntesis de capsaicinoides propuesta para fruto (figura t}, no 

es conocida en su totalidad, ya que el paso entre el ~cido 

ferOiico a Ju vaini IJilamlna no se ha detallado, se desconocen el 

número de pasos que involucra, asf como las enzimas que en el la 

intervienen. Por Jo tanto el mecantsr.10. total de Ja bfostntesis de 

los capsaicfnoides no esta completamente aclarado (Suzuki e IwaJ, 

1984a). 

Como puede verse en la figura 1, Ja oiostntesis de los 

capsaicJnoides involucra diferentes intermediarios que pueden 

ser meta bol izados la Formación de otros productos. del 

·metabolismo primario o secundario de la células. Adem~s al 

tratarse de células eucari6tJcas, la distribución de Jas enzimas 

est~ confinada en diferentes organelos, lo cual plantea algunos 

problemas de transporte en su ruta blosintética (Luckner, 1980). 

As! la actividad de la trans-~cido cJn~mico 4-monooxigenasa, 

que cataliza la reacción de ~c. cfn~mlco a ~c. cumfrico y la 

capsaicinoide-sintetasa la cual cataliza Ja reaccf6n de 

condensación de vair1illil-amina y las cadenas acil-grasas fueron 

encontradas en la vacuo Ja (tonoplasma). en tanto Ja acti vtdaa de 

la fenil alanina-araonio! iasa que cata liza la conversJOn de 

feni Jalanina ~ctao cin~mico fue encontrada en el citosoJ 

(Fujiwakey col., 1982b). 
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Cqns lderando la localizacióri intracelular de 

enzimas y productos intermedios de 

los capsalcinoides, Suzuki e lwai (1984), 

la bias in tes is 

establecieron que 

1 as 

de 

los 

capsaicinoides son sintetizados de vainiJlilamina y diversos 

4c~dos grasos en la forma de acil CoAs, que son unidos a través 

de la enzima capsatcinoide-sintetasa cerca del tonoplasma y se. 

depositan en pequeñas vésiculas· que son excretadas fuera de la 

célula y acumuladas en un recept~culo como una mezcla de 

capsaicinoides-lfpioos. 
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3.3.EL CULTIVO DE CELULAS VEGETALES PARA LA PRODUCC!ON DE 

METABOLITOS SECUNDARIOS 

Las plantas contienen una gran cantidad de sustancias 

Químicas que han sido utilizadas por el hombre durante siglos 

coma fármacos, aditivos alimenticios, fragancias, etc. Sin 

embargo, la disminución de tos recursos vegetales por talas 

inmoderadas en todo el mundo (erosión génica), pérdida de 

cosechas por adversidades clim~ticas y plagas. asr como en el 

aumento en los costos de fertilizantes, han traido problemas para 

la obtención de productos naturales. especialmente metabolitos 

secundarios partir de las plantas (Baladrln cÓI., 1985: 

Shuler;1981). 

Los adelantos tenidos en los últimos a~os en la tócnica de 

Cultivo de Células Vegetales permiten vislumbrarla como una 

alternativa ·para la producción de compuestos qufffiicos, 

especialmente aquéllos clasificados como de bajo volumen de 

comercialización y 

secundarlos (Scragg, 

alto precio, tales como los metabolitos 

19B6). Quintero (1985) afirma que el uso de 

esta técnica en el desarrollo biotecnolOgico de México, oodr~ 

generar beneficios a corto y largo plazo. 

Fowler (1983) reconoce que las ventajas que ofre~e 

Cultivo de Células Vegetales, para la producción de m~tdbol1Lo~ 

secundarios de interés industrial son: 

a)Una independencia de Jas condiciones ambientales corno clfmc, 

plagas, contrastes estacionales. etc. 

b)Un sistema de producción definido, en el lugar dor1de 

se requiera producto. 
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c)Una mayor consistencia en la producción tanto en cantidad, 

como en calidad. 

d)Y quiza el m~s importante, menores tiemp~s de producción. 

Cu~ndo se desea alguna sustancia qufmica, sintetizada en una 

especie vegetal determinada y se tiene~ problemas para su 

obtención a partir de plantas naturales, o se quieran destinar 

extensiones de terreno para eJ cultivo de otros productos de 

primera necesida~. se puede recurrir a los estudios para su 

producción por otros medios, como pueae ser el Cultivo de Células 

Vegetales (Stafford y col, 1986), que puedan conllevan al 

desarrollo de un proceso biotecnol6gtco , como es el caso de la 

producción del agente bactericida, antiinfJamatorio y colorante 

sllikonina partir de células de Lfthospermum erythrorl1izon 

nivel industrial, producido por la compania japonesa Mitsui 

Petrochemical (Fujita y col., 1981), 

Algunos autores proponen estrategias a seguir para tales 

fines, una de elJas es la esquematJzada en Ja figura 2. 

Primeramente hay que aprovechar la variabilidad genética que se 

presenta en la naturaleza, selecclonando aquellas plantas que 

presenta11 una mayor producción del metaboJito deseado, ya que 

dicha caracterfstica génica puede ser mantenida en los cultivos 

l.!! 'lit.ro, como lo demostraron los trabajos realizados con 

Ni coti ana ~ (Zenk y col., 1977) y Cataranthus ~ 

(Kinersley y Oougall,1981), 

Posteriormente, para iniciar eJ cultivo~~ se puede 

partir de cualquier segmento de planta¡ ya sea crecida en campo o 

cort~ndolo de pequeñas pl~ntulas obtenidas por Ja germinación de 
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sus semillas bajo condiciones asépticas en el laboratorio, siendo 

éste ú 1 timo preferible por presentar menor grado de 

diferenciación, mayor homogenidad celular y una fuente aséptica 

(Yeoman y Macleod, 1977). 

Para poder llegar al Cultivo de Células Vegetales en 

SuspensiOn hay que pasar por callos, que se obtienen después de 

desdiferenciar los tejidos usados como explantes, al ser 

llevados éstos a medios de cultivo que contienen en general los 

siguientes compuestos; a) macronutrientes, b) micronutrientes, e) 

fuente de carbono, d) fuente de fierro, e) vitaminas, f) 

reguladores de crecin1iento vegetal y en caso de ser un medio de 

cultivo semisólido se adiciona un agente gelificante (Fossard, 

1976; Yeoman y Macleod,1977). 

Mantel! y Smith (1983a), asumen que tomar un tejido en donde 

el metabolito secundario no se esté sintetizando o acumulando, no 

influye en su rapacidad de producción de las células.!..!! vitro. Al 

respecto Yeoman y col. en' 1980, observaron que la producción de 

capsaicinoides por tejido calloso de f.frutescens. no presentó 

diferencia alguna al inducir los callos de segmentos de frutos 

(l~gar de s!ntesis y acumulación), tallos, hojas o ralees. 

Para inducir la formación de tejido calloso son importantes 

los reguladores de crecimiento vegetal, que se agrupan en 

auxinas. citoclninas y giberetlnas, siendo importante la relación 

de las dos primeras en los procesos de diferenciación 

(embriogénesis y organogénesis) y en Jo.s de desdiferencJaciOn 

(Rennert,1977). 

Strett (1977), establece que si se parte de ca 11 os 

disgregables, se facilita la obtención de.cultivos de células en 
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suspensión mSs homogéneos. Al r~specto Mavituna y col. (1987), 

desarrollaron un método para producir rapidamente cultivos en 

suspensión, -por homegenización de callos de Capsicum frutescens 

(13 000 rpm/3 min) en condiciones asépticas, con éste método las 

células bajaron su viab1 lidad a un 40 %, sin effibargo, el cultivo 

se recuperó en 15 aias a 981 de viabilidad. Adem~s el método ha 

sido usado para reducir el tamaHo ae los agregados celulares en 

suspensión . 

. El Cultivo de Células en Suspensión representa mucnas 

ventajas sobre el cultivo de células en medio semisólido, ya que 

al tener agregados celulares pequeños inmersos en una matriz 

acuosa en movimiento, se facilita el intercambio gaseoso, se 

eliminan los 

homogeniza la 

1977). 

gradientes de 

distribución 

polarización en el tejido y se 

de nutrientes (Yeoman y Macleod, 

C~ando se tienen los cultivos en suspensión, es posible 

mejorar su producción de metabolitos secundarios por diversas 

técnicas: como la selección de lineas celulares, la manipulación 

de los nutrientes del medio, la adición de precuf"sores y por la 

inmovilizactón de las células, cuyo objtJtivo en común es llevar a 

las células a expresaf" su informaci6r1 génica de biostntesis, de 

su metabolismo secundario. 

3.3.1 SELECC!ON OE LINEAS CELULARES 

Un pf"oblema importante a cons1der~r en el cultivo de células 

es que el pt'oceso de 1n1c1ac16n del cult1110 involucra la 

desdiferenciación de c~lulas orgariizadas, por la ad1c16n de 
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reguladores de crecimi~nto vegetal, y que posteriormente son 

inducidas a crecer, por lo tanto. la probaoilidad de que existan 

alteraciones nivel cromosómico durante la mitosis se 

incrementa. Estas alteraciones pueden ser a nivel de número 

cromos6mico: poliploidias y anuploldias o nivel 

intercromcs6mico: deleciones, inversiones y translocaciones (De­

Amato, 1978·, Sunderland,1977). 

La aplicación industrial del Cultivo de Células Vegetales 

para la producción de r.ietabolitos secundarios. requiere el uso 

de l !neas celulares que tengan estabilidad a lo largo del tiempo 

(Fowler·, 19t>3~Tabata y tal., 1978}. Sin embargo, un gran número 

de especies vegetal~s muestran una gran variabi 1 idad 

inestabilidad. Holden y col. (198ó) encontraron en las células de 

f.frutescens una gran variabilidad extraclonal e interclonal en 

sus características fenotípicas, Indice de crecimiento y 

producción de capsaiclno1des, que se fueron manifestando a través 

de los subcul.tivos. Asf mismo las c~lulas oe Catharanlhus 

~· mostraron a lo largo de dos anos, variabilidad en su 

producción de ajmallcina y serpentina (Morris, 1986a). 

Por lo anterior, es Importante la obtención de l tneas 

celulares que presenten mayor acumulación y estabilidad de 

proaucciOn de metabo1·1tos secundarios de interés, como se ha 

t1echo para la producción de ajmalicina en células de Catharanthus 

~ (Zenk y col., 1977), de nicotina por Nicotiana tabacum 

(Ogino y ca 1 •• 1978) y de snikonlna por Lithospermum 

ery_!.hrorhJ3sl.!.!, (Fuj ita y col •• 1984). 

La selección de líneas celulares que producen metabolltos 

secundarios coloridos. facilitan la selección de tas mismas, como 
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es el caso de Lithospermum erythrorhizon (Fujita y col., 

1984).Sin embargo, cuando los metabolitos son producidos en 

peque~as cantidades y los métodos de cuantificación son largos y 

tardados, se puede recurrir al desarrollo de t~cnicas 

tnmunol6gicas que faciliten analizar un gran número de muestras, 

en un intervalo de tiempo relativamente peque~o con gran 

seguridad, como la desarrollada por Attken y Yeorr.an (1986), para 

l~ selección de Jtneas productoras de capsalcinoides en cultivos 

de C. frutescens. 

3.3.2.MANJPULACION DE LOS NUTRIENTES DEL MEDIO DE CULTIVO 

Muchos medios nutritivos se han desarrollado para el 

crecimiento de diferentes especies vegetales en cultivo en 

suspensión, sin embargo, en su mayorfa los niveles de producción 

de metabolltos secundarlos reportados. son bajos con respecto a 

los obtenidos de su fuente tradicional (Fowler, 1983). Debido a 

lo ar1terior, se ha recurrido la manipulación de los 

componentes del medio, tratando d~ incre~entar la s(ntesis del 

metabol1to d~seado. Los. componentes que mayormente han sído 

estudiados son: 

3.3.2.1: REGULADORES DE CRECIMIENTO VEGETAL. 

Con la excepción de los cultivos oncogénicos. los cultivos 

celulares requieren la adición de reguladores de cr~cimiento 

vegetal, aux1nas citoc1ninas al medio de cultivo para poder 

crecer. Sin embargo, el uso de estos compuestos en algur1os casos 

pueoe llegar a afectar la actividad de enzimas importantes en la 
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bioslntesis de metabolitos secundarios, como la fenil alanina-

amoniol1asa, enzima clave en el inicio de bios!ntesis secundaria 

(Hugh, 1984-, Innerarity y col., 1972~ Ozen y Komamine, 1985), es 

por ello que sus efectos en la producción de estos metaboJitos 

ha recibido gran atención. 

Morris y col. (1985) y Stafford y col. (1986) suponen que 

1 a:; bajas producciones de algunos metabolitos secundario~ 

reportadas hasta antes de 1970, se debió a la incorporación de la 

auxina 2.4-dicJorofenoxiacAtico (2,4-0) aJ medto de cultivo. Al 

respecto Zenk y col. (1977), probando diferentes reguladores de 

crecimiento en cultivoS en suspensión de Catharan~hus ~· 

encontraron que el 2,4-0 y el Acido Naf talenacético (ANA) 

suprimieron la formación de serpentina, en tanto que el ~cido 

lndolll-3-acétlco (AJA). Ja favoreció. 

Nueve afias después Norris (1986b), hizo un estudio con mayor 

detaJJe de los efectos del 2,4-D en Ja misma especie y corroboró 

lo encontrado por Zenk y col. (1977) para esta auxina, sin 

embargo, cuando adicionó ctnetina y ANA, logró incrementar la 

prodÍ.Jcción de alcaloides, demostrando de esta manera 1 a 

importancia del balance de auxinas y citocininas en la producción 

de metabolitos secundarios. 

Por otro lado. en cultivos en suspensión de C1nchona 

ledgeriana. aJ hacer una reducciOn de la concentración de 

reguladores de crecimiento (de 2.0 a 0.5 mg/J 2,4-0 y de 0.5 

0 •. 1 mg/J de benc1J adenina), se logró incrementar 400 veces ·Ja 

prooucción de alcaloides (Robins y col,, 1986). 

Aunque en la mayor!a de Jos casos se ha encontrado que el 
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2,4-0 juega un papel represivo en la producción de metabolitos 

secundarios, existen algunos trabajos en los que el 2,4-0 ha 

permitido una mayor expresión del metabolismo secundario, como lo 

es la producción de antraquinonas en cultivos de Morinda 

~itrifolia (Zenk y col. 1975) y en la producción de saponinas por 

tejido calloso de Panax ginseng (Furuya y col •• 1983). que 

produjeron niveles similares a los encontrados en la planta. 

El suprimir el uso de reguladores de crecimiento del medio, 

también ha dado buenos resultados para incrementar la producción, 

ya que permite que se frene el creci1niento y el metabolismo 

primario, para que se incremente el metabolismo secundario en 

medios considerados de producción, comti por ejemplo, en el 

cultivo de células inmovilizadas de Capsicum frutescens 

después de eliminar las hormor1as (auxinas y citocininasJ, la 

producciOn de capsalcina se incrementó al doble (Lindsney. 1985). 

El problema en estos casos es la pérdida de viabilidad con los 

subcultivos subsecuentes en ausencia de auxinas, como fué 

demostrado en células de Catharanthus ~ (Morris. 1986b) y 

~ officinalls (Oe-Ekmankul y El lis. 1985b). en ambos casos 

1 as células no fueron capaces de crecer para el tercer 

subcult1vo. 

3.3.2.2. FUENTE DE CARBONO 

Como 1 a mayorf a de 1 os ~ultivos vegetales son 

heterotrOficos, requieren la adición de carbohidratos que les 

sirvan para la sfntesis de constituyentes celulares, 11nportantes 

para su mantenimiento y crecimiento ce.lular. 

Para tales fines han sido probadas ur1a gran variedad de 
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carbohidratos • entre los cúales podemos mencionar a la glucosa. 

galactosa. fructosa, sacarosa, sorbitol y otros, aunque muchas 

especies pueden crecer en una amplia variedad de ellos. los 

mejores resultados en cuanto a crecimiento celular y producción 

de metabolitos secundarios se han obtenido con sacarosa • glucosa 

y la fructosa (Fowler , 1982a~ Fowler y col., 1982a; Fowler y 

Stepan-Sarkissian, 1985). 

Los resultados anteriores no son de extranar ya que dentro 

de la bloqufmica y fisiologra de los vegetales, la sacarosa 

glucosa y 

hecho de 

fructosa desempenan papeles muy importantes; como el 

que la sacarosa, sacárido formado por glucosa y 

fructosa, es la principal forma de transporte de carboh1dratos en 

la planta, en tanto que la glucosa y la fructosa juegan un papel 

importante en la gluc6lisis (Maretzki y col., 1974). 

Los·mecanismos de asimilación de la sacarosa y de la glucosa 

se encuentran aún en estudio, sin embargo. los modelos postulados 

de asimilación para la glucosa pueden resumirse como sigue: a) la 

glucosa entra a la célula por transporte pasivo y posteriormente 

en el citosol sufre una fosforilaciOn. pasando a una forma mas 

activa como glucosa-6-fosfato (G6P), b) la glucosa entra a la 

célula por un transporte activo y durante éste. por la acción de 

una hexocinasa, es transformada en GGP tFowler y Stepan­

Sarkissian, 1985). 

Por otro lado. los mecanismos de asimilación de la sacarosa 

por la c~luia resultan m~s complejos y ~stos pueden ser divididos 

en hidrol[ticos y no hidrol!ticos. Dentro de los primeros se 

considera la existencia de la enzima invertasa extracelular 
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responsable de la ruptura de la sacarosa en sus monómeros, en 

tanto los no hidroliticos. establecen un transporte Integro dt la 

sacarosa al interior de la célula (Fowler y Sarkissian, 1985). 

Ademas de que no son conocidos con claridad, los mecanismos de 

asimilación de Jos carbohidratos anteriores por las células 

vegetales, sus relaciones con la producción de metabolitos 

secundarios es todavía m~s compleja. 

En sistemas de cultivos de células vegetales J.!! vitre, en 

donde los medios de cultivo est~n generalmente excedidos en las 

cantidades de sus nutrientes, un aumento de la concentración de 

carbohidratos suele dar un incremento en la producciOn de 

biomasa, sin embargo como ha sido discutido por Lindsey y Yeon1an 

{1983c). la tasa de crecimiento celular no siempre va a la par 

con la producción de metabolitos secundarios. ya que para que se 

manífieste esta última debe existir cierto grado de 

diferenciaciOn en las células (Wiermann, 1981 ). Por ejempló- Kubek 

y Shuler (1980). encontraron que la adición de 8 % de sacarosa en 

cultivos de ~ !R .. , incrementó la producción de biorr.asa. 

mientras la producción de fe0oles se viO disminuida, con ésta 

misma concentración de sacarosa (8 ~) se provocó en callos de 

~ laciniatum un efecto inhibitorio en el crecimiento. 

pero coincidió con la m!xima prodtJCCión d~ fenoles (Chandler y 

Oodds, 1983). 

Asi mismo, existen otros trabajos en los que al haber 

incrementado la concentraci6r1 de carbohidratos se observó ur1a 

mayor producción de metabolitos secundarios (Merillon y col .. , 

1984; Smlth y col., 1987; Suzuki y col., 19U4b), explic~ndose 

este como -respuesta de la celula a condiciones de stress osmótico 
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que dispara el m~tabolismo secundario. 

3.3.2.3. FUENTE DE NITROGEND 

Fowler y col. (1982b) han encontrado que la mayoría de las 

formulaciones de los medios de cultivo cornunmente usados para el 

crecimiento de células vegetales, utilizan ~orno principal~s 

fuentes de nitrógeno al nitrato (No,,-) y al amonio (Nt:i•.+"}. aunque 

las concentraciones relativds, varran en sus efectos sobre el 

cultivo: tasa de crecimiento celular y Producción de metabolitos 

secundarios. 

Para las células vegetales se ha establecido como mecanismo 

de asimilación de nitrógeno el esquematizado en la figura 3. Como 

observa este proceso involucra 4 reacciones generales. que son: 

áT·a-simi"lación de nitrato por pJrte de la célula, b)reducci6n de 

nitrato a nitrito. e) reducción de nitrito a amonio y conversión 

de arnonio a nitrógeno org~n1co. 

La re 1 ación No; :NH~ ha mostrado tener efectos 

significativos en la producción de metabolitos secundarios, como 

en 1 a producción de antraquinonas por células de 

cor-difolia, en donde con una relación 1:1 se observo una 

producciOn cien veces m~s alta con respecto al cultivo original 

(Suzuki y col., 1984b), resultados similares fueron observados 

por Yamakawa y col. (1983), en cultivos de células de Vitis para 

la producción de antocianinas . 

En algunos Casos los cultivos celulares tienen preferencia 

por otras fuentes de nitrógeno para la mayor producción de 

metabolitos secundarios, como lo observaron Knobloch y Berlin 
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(19B1), en la producción de polifenoles por células de Nicotlana 

tabacum, donde de diferentes fuentes probadas : nitrato de amonio 

+ nitrato de potasio. nitrato de potasio, cloruro de amonio, 

nitrato de amonio y citrato de amonio, encontraron que el citrato 

de amonio favoreció tanto el crecimiento celular. como la 

producción de polifenoles. Sin embargo, algunos cultivos 

suelen preferir para su crecimiento fuentes de nitrógeno 

org~nicas, como lo son los amino~cidos (Thom y col., 19B1). 

El nitrógeno en bajas concentraciones puede ser usado como 

un nutriente limitante de crecimiento ceIUlar y por tanto servir 

come mecanismo que pueda dar inicio a las rutas metabólicas 

secundarias. incrementando la producción de algunos productos de 

interés. Como se observó en la producción de shikOnina. donde una 

vez que las auxinas y el nitrógeno fueron consumidos 

co1npletamente, se detuvo la incorporación de fenilalanina 

(precursor de shikonina) a proteínas y se inició su incorporación 

a shikonlna (Mlzukami y col., 1977). 

Los medios usados para el crecimiento de las células 

vegeta~es generalmente est~n excedidos de nitrógeno. por lo tanto 

cuando éste se reduce, las producciones de metabolitos 

secundarios se incrementan, como lo muestran los trabajos de 

Chandler y Dodds (1983) para la producción de fenoles y el De­

Ekmankul y Ellis (1985a) con células de Anchusa officinalis en la 

producción de ~cido rosmarf nico. 

Asi mismo Lindsey (19B5), demostró para el cultivo de 

Capsicurn frutescens que el incremento de la concentración Inicial 

de nitrato del medio de cultivo esta directamente relactonado con 
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eJ crecimiento celu1ar y la incorporación de feni Ialanina en 

protefncs solubles, pero inversamente relacionado con su 

incorporación en capsaicina. La posible explicaci6n que aducen 

los autores, es que el nitrógeno esta regulando la actividad de 

algunas enzimas claves, tal como la fenJI alanina amonio liasa, 

de manera similar a como ocurre en en la biosrntesis de otros 

metabolitos secundarlos (Hahlbrock y col., 1974: Wescott y 

Henshaw., 1976). 

3.3.2.4. RELACION CARBONO/ NITROGENO 

La alteración de Ja. relación carbono/nitrógeno (C/N), es un 

ajuste cl¿¡sico en la fisiología de los microorganismos para 

aumentar s~ crecimiento y producción de muchos metabolitos. 

Existen evidencias de que un ajuste similar puede incrementar 

Ja producción de muchos metabolitos secundarios por c~lulas 

vegetales en suspensión, como. Jo demuestran los trabajos de Kubek 

y Shuler (1900), quienes examinaron Ja relación C/N en la 

producción de compuestos fen6licos por células de ~ ~ y 

Glicine ~· observando las m~ximas producciones con relaciones 

CIN de 20 (mg/mg) y BS (mg/mg) respectivamente. Por otra parte 

Yamakawa y ool. (1983) obser.varon que con relaciones C/N 2_4 

4,8 (mol/m91) la producci6n de antocianinas fué mayor a la del 

medio original. 

En contra parte a lo anterior, diversos autores {Oicosmo y 

Towers, 1984; Stafford y col., 1986) expresan que para la 

producción de metabolitos secundarlos por Cultivo de Células 

Vegetales, no es tan importante la relación C/N, como las 

condiciones de stress que se sometan los cultivos, 
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especialmente por la presión osmótica del medio de cultivo con 

altas conce~traciones de sacarosa y cuando se cambia el nutriente 

limitante; usando bajas concentraciones de carbono y altas 

concentraciones de nitrógeno, como se observó en los cultivos de 

Clnchona ledgeriana., para la producción de alcaloides (Winjnsma y 

col., 1986) 

3.3.2.5. FUENTE DE FDSFDRO 

Como la fu~nte de carbono nitrógeno, los altos niveles de 

fosfato en el medio de cultivo, permiten estimular la tasa de 

crecimier1to celular, por tanto una disminución del fosfato 

generalmente hace disminuir Ja tasa de ~recimiento celular e 

incrementar la producción de metabolitos secundarios (Mantel! y 

Sm!tn , 1983a). 

En algunos sistemas el fósforo puede ser usado como 

nutriente limitante para el crecimiento celular, ya que éste es 

el primer nutriente Que se consume, generalmente entre 24 a 48 

horas después ~e ser inoculadas las células (De-Ekmankul y 

Ellis. 1984; Knobloch y Berlín. '1983). Sin embargo, éste es 

almacenado lntracelularmente coreo fué comprobado er1 células de 

Thal ictrum rugosum (Berl in y Mol leschott, 1988). 

Chondler y Uodds (1983), disminuyendo 80 % el fosfato del 

m~cJio MS, lograron incrementar al doble la producción de 

compuestos fenólicos en cultivos de Solanum laciniatum, en tanto 

Yamakawa y col. (1983), observó como la producción de 

antocianinas presentó una relación inversa con el incremento de 

la cpncentraclón' inicial de fosfato del medio. 
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Una posible explicación que puede darse al hecho de que la 

disminución de fosfatos. en el n1edio de cultivo estimule la 

produce ton 

ti ene con 

metabolismo 

de metabolitos secundarios, es la relación que éste 

la actividad de algunas enzimas claves en el 

secundario. como la fenil alanina amonio-liasa 

(enzima clave en el metabolismo de fenil propanoides). Knobloch y 

Derl In ( 1981, 1983), observaron que la actividad de la feni l 

alanin amónio-liasa esta regulada por la ·presencia de fosfato, ya 

que su actividad disminuyó conforme se incrementó la 

concentración de fosfato inicial del medio de cultivo. 
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IV. MATERIALES Y METOOOS 

4.1. MATERIAL BIOLOGICO 

Se utilizaron chiles silvestres de Capslcum ~ var. 

glabriusculum/aviculare que se recolectaron en el estado de 

Oaxaca y fueron proporcionados por la SAR•l-Oaxaca. Estos chiles 

reciben localmente el noir.bre de chile "chigol". 

El lote de frutos silvestres de chile chigol que se utilizó 

para éste estudio se caracterizó por la presencia de frutos 

verdes en su mayorta. con un tama~o aproximado de 1.0 a 1.5 cm de 

longitud y de forma cOnica, al cual se le extrajeron manualmente 

las semillas de di~metro de 0.3 cm. 

4.2. MEDIOS DE CULTIVO 

Los medios de cultivo empleados en este trabajo fueron 

s~leccionados de acuerdo a los reportados por Lindsey y col. 

( 1983a) y Lindsey (1986) para el crecimiento de células de 

CapsJcum frutescens, y fueron los siguientes: 

a) Murashige y Skoog (MSJ, (Murashige y Skoog. 1962). 

b) Schenk y Hi ldebrandt (SH), 

Hildebrandt, 1972). 

Schenk y 

La compostción de los dos m~dios Stl muustra en el cuadro 2. 

usando para su preparact~n agua desionizada. 

Para la germinaci6n ~ vltro de las semillas se emplearon 

las sales minerales del medio MS y soporte de Gelrite al 0.0015 i 

{Kelco Divisan of Merck & Co. Jnc.), mientras que para la 

inducciOn de tejido calloso se probaron tanto el medio MS y Sli 



-36-

Cuadro 2. Composición de los medios de cultivo de Murashige 

y Skoog (1962) y Schenk y Hildebrandt (l 972) 

Concentración en el medio (M) 
Constituyente MS SH 

MACRONUTRIENTES 

NH
4

No3 2.06 X 10- 2 ----------
KN0 3 l. 88 X 10- 2 2.SO X 10- 2 

CaCl 2. 21lz0 3.00 X 1 o- 3 1. so X 10- 3 

MgS04 · 7H 2o 1. so X rn-3 1. so X 10- 3 

KH 2Po
4 1 . 2S X l0- 3 ----------

NH 4H2Po 4 ----------- z.so X 10-3 

Sacarosa 8.80 X 10- 2 B.80 X 10 -2 

~ÍI CRONUTRI ENTES 

KI s.oo X 10- 6 6.00 X 10- 6 

H3 Bo3 1. 00 X l o- 4 1. 30 X l o- 4 

MnS04 ·4H20 9.99 X 10- 5 S.90 X 10-s 

NuMo04·2H20 1. 00 X l o- 6 4. lo X 10- 7 

CuS04. Sil20 1. 00 X 10- 7 8.00 X 10- 7 

CoCl 2. 6H20 1. 00 .X lo - 7 4. 20 X 10- 1 

ZnS04·71l20 Z.99 X 10-s 3. 5ci X 10- 6 

FUENTE DE FIERRO 

FeS0 4 · 7H 20 1. 00 X lo - 4 5. 4 o X 10- 5 

Na 2 EDTA· 2Hz0 l. 00 X 10- 4 5.40 X 10-s 

VITAMINAS 

Mio-Inositol 4. 90 X 10-4 S.60 X 10- 3 

Acido nicotíñico 4. 66 X 10-6 4. 1 o X 10-s 

Piridoxina .. HCl 2.40 X io- 6 2.40 X 10-6 

Tiarnina· HCl 3.00 X 10- 7 1 .so X 10-s 

Glicina 3.00 X 10-s -----------



-37-

con los siguientes reguladores de crecimiento vegetal: 

a) MS suplementado con la auxina 2,4-dicJorofenoxiacético 

(2,4-D) en concentraciones de 3.6 - 13.5 µM, detalladas 

en cada experimento. 

b) SH suplementado con 2,4-D 2.26 µM, ~cido paracloro fenoxi 

acético 10.7 )JM y cinetlna 0.5 mM. 

La cinética de crecimiento celular y de producción de 

capsaictnoides en medio de cultivo semisOlido se hizo en el medio 

MS suplementado con dos tratamientos de reguladores de 

crecimiento diferentes que fueron : 

a) MS m~s 9.0 µM de 2,4-D (MSM9). 

b) MS m~s 114 nM de ~c. 3-lndolil acltico (AJA) y 0.92 nM de 

cJnetlna (MSCI). 

Para el cultivo de callo se emplearon frascos Gerber con 25 

ml de Jos medios de cultivo anteriores. empleando como agente 

solidlficant~ Quirite (kelco Divisan of Merck & Ca., !ne.) en una 

concentraci6n de 1.5 g/I. 

Los cultivos en suspensión se hicieron en matraces 

Erlenmeyer de 125 mi de capacidad, con 30 mi del medio MSM9 sin 

agente gelificante. 

El pH de los medios de cultivo se ajusto 5.8 en un 

potenciOmetro Fisher Accument Modelo 525. empleando spluciones de 

KOH y HCI. amhas a 1 M según St' requJ riera. 

Todos 

autoclave, 

los medios de cultivo 

15 lb/pulg1. durante 

fueron esterilizados en 

15 minutos, manipulando 

posteriormente los cultivos bajo condiciones de asepsia dentro de 

una campana de flujo laminar. 
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4.3. CONDICIONES DE INCUBACION DE LOS CULTIVOS 

Los cultivos en medio semis6l1úo para la germinación de 

las semillas los cultivos de callos en medio semis6lido. se 

mantuvieron bajo las siguientes condiciones: ilum1nación continua 

de 800 lux proporcionada por l~mµaras o~ luz fluorescente 

(blanco fr!o) 

Por otra part¿, los culti~os en suspensión se incubaron en 

una agitadora rotatoria {New Brunswick scient1fic Ca .• lnc. 

modelo 653}, a u11a velocidad de 80 rp1n con una amplitud de giro 

de 2 pulgadas. a una temperatura de 25 .±. 2 ºC y manteniendo las 

mismas condiciones de iluminación usadas para los cultivos en 

medio seMisólido. 

4.4 OESINFESTACION DE LAS SEMILLAS 

Las semillas de chile cl1igol fueron sometidas un 

pretratamiento ftsico previo a la des infestación, que cons1sti6 

en re~ojarlas en agua durante 24 horas. tratando de ablandar sus 

cubiertas protectoras. Posteriormente las se1nillas de chigol 

fueron desir1festadas usando primeramente una solución de etanol 

al 70 S durante un minuto, seguido de una inmersión en soluci611 

de hipoclorito de sodio {cloralex} al 2.7 % v/v {con 0.2 mi de 

Tween 2U) durante 20 mir1utos y f i11alm~nte 5 enjuagues sucesivos 

con agua destilada esterLl. 

4.5.INDUCCION DE TEJIDO CALLOSO 

Se usaron fragm¿r1tos de hipocat1lo de plantulas germin~das 



.!..!! ~de aproximadamente 0.5 cm de longitud. los que fueron 

sembrados en los medias diferentes de inducción de tejido cal loso 

mencionados anteriormente en el inciso 4.2. de materiales y 

métodos. 

4.6.CINETICA DE CRECIMIENTO DEL TEJIDO CALLOSO 

Se semb r6 1 de peso fresco de tejido calloso en frascos 

Gerber con 25 ml de medio de cultivo, preparados según el inciso 

4.2 de materiales métodos, incubandolos con iluminación 

continua de 2 800 lux y una temperatura de 29 .±.. 2 ºC. Tomando 

muestras por triplicado cada 7 d!as y se determinaron l·as 

siguientes parametros: peso fresco, peso seco y producciOn de 

capsaicinoides Para el peso fresco, se coloco el tejido 

calloso en peque~as cnarolas de papel aluminio de peso conocido. 

que se pesaron en una balanza granataria de laboratorio, 

obteniendo por diferencia de peso el valor real. 

Mie~tras que para el peso seco, el tejido calloso usado para 

peso fresco, se coloco en una estufa de vacro (Lab - live - Oou -

Vac oven) una temperatura de 70 ºC, hasta alcanzar peso 

constante y se pesaron en una balanza analltica {Bush - S 200}, 

determinando el peso seco del tejido por diferencia de pesos. 

4.7. ESTABLECIMIENTO DE LOS CULTIVOS EN SUSPENSION 

Para obtener los cultivos en suspensiOn. se inocularon de 3 

g de peso fresco de tejido calloso er1 1qdtraces Erlenmeyer de 

250 ml de capacidad, con 50 ml de medio MSM9, manteniéndolos en 

agitación rotatoria de 30 rpm, con iluminación continua de 2 sao· 

lux y t~mperatura de 2b ~ 2 ªc. Realizando subcult1vos en esta 
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etapa cada 15 dlas. 

4.8.CJNETJCA DE CRECIMIENTO DE LOS CULTIVOS EN SUSPENSION 

Se inocularon 1.0 2.0 g peso fresco de células, 

provenientes de un cultivo madre en suspensión, en matraCes 

Erlenmeyer de 125 mi conteniendo 30 mi del medio MSM9. Para ello, 

las células fueron lavadas previamente con agua desionizada 

esteril en un embudo Bushner con papel filtro, 

reducida. 

presión 

Los cultivos se incubaron con agitación rotatoria de 80 rpm. 

bajo Iluminación continu• de 2 800 lux y a temperatura de 25 ~ 2 

ºc. 
La toma de muestras se efectuó cada siete dfas evaluando 

los siguientes pardmetros: crecimiento celular en base a peso 

seco 

nutrientes 

p·raducción de capsatcinoides y consumo de 

Para el peso.seco, se filtró el contenido de cada 

matraz en un embudo Huchner con un papel filtro (Whatman No.1) de 

peso conocido que se encontraba conectado a una l!nea de vacro. 

Las células colectadas se lavaron con agua desionizada y se 

colocaron en una estufa de vacfo a una temperatura de 70 ºe hasta 

alCanzar su peso constante. El peso de las células se determinó 

por diferencia de pesos. 

4.9. EXTRACCJON DE CAPSAICINOJDES 

La extracción de capsaicinoides del ·tejido calloso. se 

realizó ~egQn la metodoJogfa desarrollada por Tapia en 1987, cuyo 

diagrama de flujo se presenta en la figura 4. Esta consisttO en 
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gr.amos de callo 

ó agar previamente 
fundido 

Extraer con 12.S ml 

MeOH (4x) 

Agitar a 100 rpm durante 
15 minutos (4x) 

Centrifugar a S 000 rpm 
durnnte 5 minutos para 

cada extracción 

Reunir los sobrenadantes 

obtenidos (SO ml) 

Concentrar hasta 10 ml 

a una temperatura menor 
a SOºC 

Cuantificación por IJPLC 

Figura 4. M€todo de cxtraccidn de caps3icinoides, tanto 

de callo como del agar (Tapia, 1987). 
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realizar extracciones con metanol tanto en el tejido calloso como 

en el agar, debido a que los capsaicinoides son liberados por las 

r.~lulas al medio de cultivo (Lindsey y col., 1983a). 

Por otra parte, para los cultivos en suspensión los. 

capsaicinoides se extr~jeron del medio ~e cultivo filtrado, con 

tres volúmenes de 10 ml de cloroformo. los extractos obtenidos 

fueron llevados a sequedad en baño Marta con una temperatura 

menor a 60 ºe, bajo presión reducida. La muestra ast obtenida fué 

resuspendida en 1 mi de metanol para su posterior cuantificación. 

4.10.CUANTIFICAC!ON OE CAPSA!CINOIDES 

A los extractos metan6licos de los cultivos en medio 

semis6lido ·y en suspensión. se les cuantificó su contenido de 

capsaicinoides mediante Cromatograf!a Liquida de Alta ResoluciOn 

(HPLC), empleando para ello un cromatOgrafo (Marca Tracor) con 

una· columna Supelcosil - C18 fase reversa. fase móvil metanol­

agua (60 - 40 v/v) con 0.05 M de Ag NO a un pH = 2.5, un flujo 

de 1.0 ml/min. con un detector de luz ultravioleta a 280 nm 

Inyectando un volOmen de 10 ~l de muestra. usando un estandar 

externo de capsaicina (Sigma) (Tapía, 1987). 

4.11.EVALUACION OEL CONSUMO DE NUTRIENTES 

Pilra estimar el consumo de los macronutrientes principales 

en los cultivos en suspensión. se emplearon los siguientes 

m~todos: 

Carbohldratos: por el método de fenol-sulfGrico descrito por 

Dubois Y col. ( 1956), se hizÓ una di luciOn 1/100 del medio de 



-4 3-

cultivo libre de células, tomando mi de la di lución y 

adicionando 1 ml de fenol 5 % y 5 ml de H4 SO~ concentrado. Como 

la reacción fué exotérmica, los tubos se dejaror1 reposar durante 

15 mínutos. Las muestras se leyeron en un espectrofotOmetro 

(Perkin-Elmer 35) a una longltud de onda de 490 nm. 

La curva patrón se hizo con sacarosa (Merck) en un intervalo 

de O a 1 000 µg/m l. 

Fosfatos ue acuerdo al método de Beremblum y Ch a in 

descrito por Lidberg y Ernster en 1957. A 1 mi de medio de 

cul tlvo libre de células se le adicionan mi de agua 

desionizada, 0.5 ml de H.z.SOf 5 M, 5 mi de una solución de 

isobutanol-benceno 1:1 y 0.5 mi de molibdato de amonio al 10 %. 

Bajo estas condiciones el :icido fosfomol fbdico que se formó en la 

soJuciOn :icida se extrajo con Ja mezcla de isobutanol-benceno. Se 

agitó la mezcla Ciurante 15 segundos y se tom6 una muestra de 

m!, el cual fué J levado a un volumen de 5 mJ con una solución 

etanóllca acidulada con H,S,Oy al 3.2 % (v/v). Para desarrollar el 

color se adicionaron 0.5 ml de una solución de Cloruro de esta~o 

monohidratado (SnCl,. - H,,OJ al 10 % (p/v) en HCl al 10 %. Las 

lecturas de las muestras se hicieron en un espectrofot6metro 

(Perk!n - Elmer 35) a una longitud de onda d~ 724 nm. 

La curva patrón se hizO a partir de una solución madre de 

Kl!,_PO<f (219.5 mg) secado a 110 •e y aforado a 0.5 l (con. ml= 

100 µg Po;'), en un i nterva 1 o de O a 40 µg. 

Amonio y Nitratos: El nitrógeno en forma de amonio y nitrato 

fué cuantificado en base al metodo de Oxido de magnesio-reactivo 
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de Oevarda, descrito por Bremer { 1965). 

Se colocó una alícuota de 2 mJ de medio de cultivo libre de 

células en un matraz balón de 100 ml, adicionando 8 ml de agua 

desionizada y 200 mg de MgO para ser sometidos a una destilación 

por arrastre de vapor. El destilado se recogió en un matraz 

Erlenmeyer de 50 ml conteniendo 5 ml de una solución indicadora 

de ~cido bórico hasta alcanzar un volumen final de 30 mi ; éste 

destilado se valoró con una solución de H,so1 0.005 N (1 mi H, SOy 

70 ~g de N), hasta observar el vire de color (verde-rosa), 

determinando en ~ste momento la cantidad de amonio del medio de 

cultivo. 

Al residuo del matraz de destilación se le adicionaron 200 

mg de la aleación de Devardo y se repitió el proceso de 

valoracJOn descrito anteriormente, determinando en esta segunda, 

la cantidad de nitratos existentes en el medio. 

4.12. EFECTO DE LA FUENTE DE CARBONO 

Se probó la suplementación de diferentes fuentes de carbono: 

glucosa, fructosa y sacarosa a una concentración del 3% en el 

medio MSM9. Esto se hizo en matraces Erlenmeyer de 125 ml con 30 

ml de medio de cultivo, Inoculados con 1.3 a 1.8 g de células 

{peso fresco). Los matraces se incubaron con agitación rotatoria 

de 80 rpm, iluminac16n continua de 2 800 lux y una temperatura de 

20 :!:. 2 'e. 
Los cultivos fueron evaluados 25 dfas después de su 

inoculación, cuando alcanzaron su fase estacionaría de su ciclo 

de crecimierito, y se determino el crecimiento celular en base a 
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peso seco y producci6n_de capsaicinoides. 

4.13. VARlACION OE LA CONCENTRAClON OE 

CARBONO Y DE NlTROGENO 

Tomando de base Ja concentración de macronutrientes que 

contiene el medio MS, mostrada en el cuadro 3 se rea J izaron 

los estudios de los efectos de su variación sobre el crecimiento 

celular y la producción de capsaicinoides. 

Para este experimento se realizó un diseno experimental 

jactorial de cuatro por cuatro niveles con tres repeticiones. Las 

variaciones en Ja concentración inicial de carbono y de nitrógeno 

fueron %, 50 %. 100 % y 150 i de Ja concentración del medio 

MSM9. Ademlis de los tratamienos anteriores sJ anal1z6 el efecto 

de la relación Carbono/Nitrógeno sobre la producción de 

capsaic!noides. 

Para ello se inocularon matraces Erlenmeyer d~ 125 ml que 

contenfan 30 ml de medio de cultivo , con in6culos de L3 a 1.0 g 

de células (peso fresco) lavadas previamente con agua destilada 

estéril. Los cultivos fueron incubados con agitación rotatoria de 

80 rpm. con iluminación continua de 2 800 lux a u11a temperatura 

de 25 !. ºc. 

los cultivos fueron evaluados a los 25 dfas d~spués de su 

inoculación, cuando alcanzaron su fase estacionaria de su ciclo 

de crecimiento, y se determinó el crecimiento celular en base a 

peso seco y producción de capsaicinoides. 



Cuadro 3. Macronutrientes principales del medio Murashigc 

Skoog (1962). y sus relaciones más importantes. 

CONSTITUYENTE MOLARIDAD 3 MOLES RELACIONES DE 

MACRONUTR !ENTES 

llOL/MOL 

NH4No 3 2.06 X 10- 2 
N03 = 39.41 

1,88 X 10- 2 m1; = 20.62 
NH: I Ne; = o. 52 

KNO. , 
N = o. 06 

Sacarosa B.BO X 10-z e = 1. os e I N = 17. so 

KllzP04 1.25 X 10· 3 p•S = 0.0074 

a) Concentraciones en el medio MS y MSM9. 

' ,.. 
"' ' 



Cuadro 3. Macronutrientcs principales del medio Murnshigc 

Skoog (1962), y sus relaciones mfis importantes. 

CONSTITUYENTE MOLARinAD" MOLES RELACIONES IJE 

MACRONUTRI ENTES 

/.IOL/MOJ. 

NH4No
3 2.06 X 10- 2 

NO~ = 39.41 

10-2 Nll; 
Nll; N6; 0.52 

KN0 3 1 ,88 X = 20.62 

N 0.06 

Sacarosa 8. 80 X 10·2 c l. 05 c / N - 17.50 

K11 2Po4 1 • 25 X 10- 3 p+S . 0.0074 

a) Concentraciones en el medio MS y MSM9. 
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4.14. EFECTO DE LA CONCENTRACJON DE FOSFORO 

usando e 1 medio MSM9 con 1.0S moles de carbono, 

correspondientes a un 100 i del medio original • se probaron las 

siguientes concentraciones de nitrógeno: 6,3 y O mmoles que 

corresponden respectivamente al 100 %, 50 % y O % del medio 

original. contra las siguientes concentraciones de f6sforo 

11-1, 7.4, 3.7 

lSO %, 100 %, so 

O mmoles. que corresponden respectivamente al 

y O % del medio original. 

Ademas de los tratamientos an~eriores se real1z0 otro 

estudio con el medio MSM9 pero sin la fuente de carbono y con un 

30 mmoles de nitrógeno (SO% del medio original) provando las 

siguientes concentraciones de fósforo: 11.1, 7.4, 3.7 y O mmoles 

de P, que corresponden respectivamente a 1 1 SO %, 1 DO % , 50 % y O 

% del medio original. 

Para ello se inocularon matraces Erlenmeyer de 125 ml que 

contenlan 30 1nl de medio de cultivo, ~on tnóculos de 1.3 a 1.8 g 

de células {peso fresco} lavadas previamente con agua desionizada 

estéril. 

Los cultivoi fueron incubados con agitación rotatoria de 80 

rpm, con iluminación continua de 2 800 lux a temperatu1·a de 25 ± 

2 Haciendo los evaluaciones después de 25 dtas de su 

inoculación, determinando su crecimiento celular en base al peso 

seco y la producción de capsaicinoides. 

4.15.EFECTO DEL pH 

Debido a que las células vegetales no soportan pH extremos, 
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sólo se probaron los pH ·s iniciales del medio de cultivo MSM9 de 

4.7. 5.7 y 6.7 ajustado con HCl 1 M y NaOH 

potenciómetro (Fisher Accumet Modelo 525 digital). 

M, en un 

Para ésto se inocularon matraces Erlenmeyer d.e 125 mi que 

conten!an 3b mi de medio de cultivo, con lnóculos de 1.3 a 1.8 g 

(peso fresco) de células previamente lavadas con agua desionizada 

estéri 1. 

Los cultivos fueron incubados en agitación rotatoria de 80 

rpm, con iluminación continua de 800 lux a temperatura de 25 ..:!:.. 

2 ° C.. La evaluación se hizo a los 25 dtas después de su 

inoculación, determinando su crecimiento celular y la producción 

de· capsaicinoides. 
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V.RESULTADOS Y D!SCUS!ON 

5.1.0BTENC!ON OE MATERIAL VEGETATIVO 

La elección de Capsicum ~ var. glabriusculum/aviculare 

(piqu!n Chigol), se hizO en base a que los frutos de ésta 

var·iedad son de los mAs picosos. AOn cuando en éste trabajo no 

se determinó el contenido de capsaicinoides en los frutos de 

chigol, debido a problemas de lnsuflclencia de material biológico 

, existen pruebas cuantitativas que han demostrado que lo~ frutos 

mexicanos pertenecientes a la variedad glabriusculum/aviculare. 

son los de mayor contenido de capsaicinoides, como lo demuestra 

el trabajo de Morales {1981), quien analizó el contenido de 

capsaicinoides en 20 variedades cultivadas en México, mediante un 

método calorimétrico y observo que los piquines fueron los que 

presentaron el mayor contenido de capsaicinoides. 

Por otro lado, Tapia en 1987, uti 1 izando la técnica de 

Cromatograf[a Ltquida de Alta resolución y frutos de diferenetes 

variedades. comprobó que con la excepción del chile habanero (f.:_ 

cninense). los piquines presentaban el mayor contenido de· 

capsaiclnoldes (11.0 a 16.7 mg de capsaiclnoides/g de fruto). 

Para su germinación las semillas fueron sembradas en el 

medio semisOltdJ MS , sin embargo éstas no germinaron después de 

un mes de incubación. Por ello se analizó por observación visual 

el lote de se1~illas, encontrando un 30% de semillas vanas, 

caracterizadas por una coloración muy tenue o muy café con 

respecto al resto de las semi 1 las. Por el lo fueron eliminadas, 

este hecho tarabién fu~ obser\'.ldO por Gizard (19tl1). al determinar 
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lüs causas probables d~ anomal!a en la germinación de semillas de 

chi 1¿ serrano (f.:_~ var. ·~). 

Una posible razón por la que las semillas de chigol no 

germinaran. es porque de los frutos Que se obtuvieron, fueron en 

su mayoría verdes y como se ha visto en otros estudios {Bedoya. 

1971; cochran,1943 ), existe un estado Optimo de madurez de los 

frutos de chiles (coloración roja), de donde se obtienen las 

semillas con 1os m~s altos porcentajes de germinación. 

Con el pretratamiento de remojo en agua durante 24 horas. 

las semillas de chigol lograron germinar en un 20 en el 

transcurso de un mes. E~ caracterlstico de las semillas de los 

chiles piquines su bajo porcentaje de germinación ,sin embargo 

como se comprobó en este trabajo y ~n el de VelAzquez en 1988, 

éste se puede incrementar al 20 % o al 100 % con el remojo de las 

semillas en agua e en solución ~cida, tratamientos basados en lo 

que les sucede a las semillas de los frutos silvestres de chile 

en la naturaleza. que se ven sometidas a diferentes factores 

importantes para su germinación; como es la escarificación de sus 

cubiertas protectoras. diferentes regimenes de seQufa-humeóad-

sequra y tratamientos Acido-en2imAtico al ser ingeridas por 

pAjaros (Pickersgill, 1969). 

5.2.INDUCC!ON DE TEJIDO CALLOSO, 

Con la finalidad de obtener tejido calloso con una velocidad 

de crecimiento alta y buena friabilidad, que sirviera como fuente 

de in0cu1o para la cinética de crecimiento CQlular en el medio 

semisOlido y para la obtenctor, de los cultivos· en suspensiOn~ se 
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probó la inducción de tejido calloso a partir de fragmentos de 

hipocotilo, tomados de plántulas germinadas in vitre. Estos 

fueron sembrados en el medio MS con la auxina 2,4 -O y en el 

medio SH con los reguladores de crecimiento 2,4 -O. pCPA y 

cinetina. 

Para los dos medios probados, se obtuvo la formación de 

tejido calloso en el transcurso de los primeros 15 dlas, que 

conforme evolucionó su desarrollo, presentaron caracteristicas 

particulares de crecimiento, friabilidad y pigmentación. 

Como se observa en el cuadro 4 , la respuesta de crecimiento 

y friabilldad ~e tejido calloso en el medio MS, aumentó de manera 

direct3 conforme se incrementó la concentración de 2,4-D de 3.6 

µN hasta 9 ~M. p~ro un aumento posterior (13.5 ~M) tuvo un efecto 

inl1ibitorio tanto en el crecimiento como en su friabilidad. Esta 

respuesta de los hipocoti los de~ ~a la formaciOn de 

tejido calloso en el medio MS suplementado con la auxina 2,4-D 

concuerda con las observaciones hechas por 

Hubst.enberger ( 1985). quienes real izaron 

organogénesis con la misma especie. 

Pll 111 ips 

estudios 

y 

de 

Por otra parte el crecimiento de tejido calloso del chile 

chigol en el medio SH, fue tan grande como el observado en el 

medio MS cor1 9.0 "M de 2,4 -o. sin embargo la poca friabilidad 

de los callo~ obte11idos e11 el medio S~t originó que se eligiera 

para posteriores experimentos el uso del medio MS con 9.0 uM de 

2,< -o (MSM9), medio en el cual se obtuvo un buen creciiniento y 

alta disgregabi ltdad, condiciones deseables para la obtención de 

cultivos en suspensión. 



Cuadro 4. Crecimiento de tejido calloso de chile chigol (~. ~ var. glnbriusculum / 

aviculare) er1 dos medios de cultivo~ 

MEDfO RHGULADOR DE CONC. CRECIMIENTOª FRIABil.IDADb COLORACION 

CREC !MIENTO uM/l 

MS 2,4-D 3.6 Café 

MS 2,4-D 6.7 Beige 

MS 2,4-D 9.0 **** Zonas café 
y verde 

MS 2~ 4 -D 13. 5 +++ .. Café 

Sil 2,4-D 2.2 

pCP/.. 1 o. 7 ++++ Beige 
cinctina o.s 

a) + nulo b) . ~luy compacto e) Incubados a 30°C 

poco Compncto iluminac:i6n con-
regular Muy friable tinua 2 800 lux .. 
bueno 

~ .. 



5.3.CINET!CA DE CRECIMIENTO Y PRODUCC!ON 

DE CAPSA!CINOIDES EN MEDIO SEM!SOL!DO 

Con el objeto de probar si existe un efecto represivo de la 

auxina 2,4 -O comparándola con los reguladores de crecimiento 

AlA cinetina, en la producción de capsaicinoides del tejido 

calloso de chigol. Se procedió efectuar la cinética de 

crecimiento celular y producción de capsaicinoides en el medio 

MSM9 y en el medio MSCI ,usando para ello como inóculo pequef\os 

fragmentos de 1 g de tejido calloso . 

El perfil de la curva de crecimiento y producción de 

capsalcinoides de los callos de chile chigol en los medios MSM9 y 

MSCI son presentados en las figuras 5 y Como se observa 

la curva de crecimiento en base a peso fresco y peso seco, 

presentó el comportamiento tfpico de los siste1nas biol6g1cos 

una curva sigmoidal en la cual se observan sus fases de 

crecimiento :lag. exponencial, logarítmica. desaceleración y el 

ir1icio de la estacionaria, teniendo una duración de 40 dfas y 

obteniéndose una oiomasa fi11al de 6.0 g peso fresco (0.3 peso 

seco) y 5.2 g peso fresco (0.2 g peso seco) para los medios MSM9 

y MSCI respectivamente. 

Comparando los parámetros ci11~ticos obtenidos para el 

crecimiento del tejido calloso de cn1gol en los dos medio, 

tenemos para el medio MSM9 un tiempo de duplicación {td} de 11.72 

dtas, en tanto que para el meúio f·lSCI su td fue de 14.10 dias, lo 

Que nos indica que la velocidad de crecimiento del tejido 

cal loso de chigol. fué mayor en el medio MSlt.9, además la 

frial:lilidad de estos callos fue mayor a la de los cal tos crecidos 
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en el medio MSCI. 

El valor de los parAmetros cinéticos obtenidos para el chile 

chigol, es muy similar al obtenido poc Velázquez en 1988, para el 

tejido calloso de otro piquir1, conocido como chile chilpay, que 

reporta un valor de td 13.ó1 dtas con buena friabilidad, usando 

en su estudio también el medio MS. Esto sugiere un comportamiento 

similar en el crecimiento de tejido calloso de los Chiles 

p~rtenecientes a Capsicum ~ var. glabriusculum. 

Po~ otra parte la producción de capsaicinoides Fig. 5 y 6 

), fué de un mayor rendimiento de producción cuando el cultivo se 

encontró en su fase lag ~ 1.5 mg capsaicinoides/g peso seco tanto 

para el medio MSM9 como MSCI, seguido por una disminución en su 

fase exponencial y un nuevo aumento al entrar el cultivo e11 su 

fase lineal : 0.8 mg capsaicinoides/ g callo para MSM9 y 1.5 mg 

capsalcinoides/g callo para MSCI. 

En stntesis, el comportamiento cinético de crecimiento y de 

producción de capsalcinoides en los medios MSM9 y MSCl fueron muy 

si1nilares. pero no concuerda con lo propuesto por diversos 

autores, como Morris y col., (1985) y Stafford y col., (1986), 

quienes asumen que los bajos rendimientos de algunos metabolitos 

secundarios se debe al uso de ta auxina 2,4 -D en el medio de 

cultivo·, la cual tiene un efecto represivo en la actividad de 

algunas enzimas relacionadas con el metabolismo secundarlo de las 

células, tal es el caso de la producción de antocianinas por 

cultivos de células en suspensi6n de zanahoria, en los que al 

eliminar el 2,4-0 del medio de cultivo, provocó una mayor 

producción de antocianinas acompañada de una mayor actividad de 

las e11zimas fenllalanina amonioliasa, 4-cuinarato-CoA ligasa y 
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cumarato 4-hidroxilasa (Ozeki y Komamine. 1985}. 

Comparando la producción de capsaicinoides del tejido 

calloso del chile chigol (fig.5 y 6), con la reportada por 

Vel~zquez (1988) para otro chile piquin (chilpay), tenemos que 

arntos p1quínes alcanzaron valores de 1.0 a 1.7 mg de caps/ g de 

callo durante su fase lineal de crecimiento y ade111~s los callos 

de chigol mostraron un aumento de capsaicinoides durante la fase 

lag, que no se presento en el chile chrlpay. 

El incremento de la producción de capsa1cino1ues en los 

callos de cl1igal en la fase lag de la curva de crecimiento. 

pudiera estar relacior1ado con el aumento en la actividad de tas 

enzinias de la r11ta bioslntetica de los capsaicinoides, tal como 

la fenilalanina amonioliasa, la cual es considerada corno la 

enzima clave en el metabolismo de fenil propanoides y 6sta 

encargada de la conversión de fenil alanina en ~c. cin~mico (fig. 

). Para otras ¿species en cultivos celulares .!E_ vitro ,dicha 

enzima ha mostrado tener un incremento en su actividad durante la 

re5iembra de los cultivos, efecto que su ha llamado de dilución 

(Hugh, 1984; Thorpe y col., 1971). 

Por lo anterior, en estudios posteriores deberá considerarse 

la actividad de las enzimas de la ruta biosintética de los 

capsaic1noides. co11 el objeto de estahl~cer a /aran plazo los 

meca111smos para su regulación mctabOlica. 

Analizando la producción de capsa1cinoides del tej 1 do 

cal loso de cll1 Je chigol que fué Ce 1.5 y 1.i' rng de caps/ de 

peso seco de callo, con el contenido d~ capsatcinoides de otros 

frutos de clli le p1quin (f.:_ ~ var. qlabr'lu5culu1:1). que 
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alcanzan valores de 7.0 a 16.0 mg caps/ g de peso seco (Tapía. 

1987), se obtiene que el tejido calloso del chile chigol est~ 

reduciendo su producción respecto al fruto hasta aproxiraadamente 

Ufl 10 %. 

Sir1 embargo, la producción de capsaicino1des del tejido 

calloso de chigol es ligeramente menor o en algunos casos 

sup~rior al que se obtiene de frutos de otros chiles como 

Caps1cum pubescens (1.9 mg caps/ peso seco de fruto), f.:..~ 

var. annuum, jalapeño (0.61 mg caps/g peso seco de fruto), 

serrano (0.86 mg caps/ g peso seco de fruto) y de agua (1-83 mg 

caps/ g peso seco de fruto) reportados por Tapfa en 1987. 

Tomando en cuenta que el objetivo principal de los 

experimentos anteriores, realizados en el medio semisOlido, fué 

el establecer las condiciones de reguladores de crecimier1to que 

permitieran la obtención de tejido calloso con una velocidad alta 

de crecimiento y buena friabilidad del tejido, asr mismo debido a 

Que comprobamos el poco efecto de la auxina 2.4-0 en una 

concentración de 9 uM sobre la producción de capsaicinoides (fig. 

y 6 ) • entonces se eligió el medio MSM9, para n1antener el 

tejido calloso y obtener cultivos en suspensión con mayor rapidez 

y disgregabílidad. 
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5-4.CINETICA DE CRECIMIENTO, CONSUMO DE NUTRIENTES 

Y PRODUCCION DE CAPSAICINOIDES EN LOS CULTIVOS 

EN SUSPENSION 

5.4.1. CRECIMIENTO CELULAR 

Para poder optimizar la producción 

secundarios partir de células vegetales, 

de 

es 

rnet.Jbol i tos 

requisito 

indispensable conocer el comport.Jmiento cin~tico del crecimiento 

celular y da la producción del metabol1to secundario deseado, ya 

que en la naturaleza durante el curso del crecimiento de los 

organismos su m~xima producción generalmente se d~ cuando el 

cultivo ha. alcanzado cierto grado de desarrollo y 1nadurdz. E11 el 

caso de la slntesis de capsa1clnoides. ásta ocurre ~n la plar1ta 

durante un período de tiempo muy cOrto ( Iwai y col., 1979), y la 

expresió11 de la ruta biosintética solamente se di en los frutos, 

presentando en C. frutescens un perfil de producción ligeramente 

asociado al crecimiento. no obstante, éste varía entre especie y 

entre variedad . 

.!.!!. vitro el comportamiento de proc.lucción de metabolitos 

s~cundarios var!d muchas voces , depend1endo de las condic1ones 

del cultivo, regulaaores de crecimiento, especie vegetal y sobre 

todo segOr1 la lfnea celular que se trabaja. como lo rnuestrJ11 los 

traociJOS oe Lle- Ek.rndnku 1 Ul1s (19Ut>b). !>tafford y col.. 

(19HG) y Zenk y col.. (1977). 

Tomando en cuenta lo anterior, y con el objeto de estudiar 

el comportam1~nto del crec1r~iento celular y Ja producción de 

capsaicinoid.es en los cvlt1·1os en susp¿nsión del ctiile chigol, se 

inocularon matraces Erlenmey~1·, y 5¿ evaluó cada 3 e.Itas (por 
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triplicaooJ el crecimiento celular en base al peso seco 

producción de capsa1cinoides Los resultados obtenidos son 

presentacio.s en la figurCt 7A en la que s~ observa un patrón de 

crecimiento sigmoidal, con fase lag hasta los 9 dtas, exponencial 

de 9 a. 12 dlas, lineal de 13 a 25 dlas y finalmente el inicio de 

su fase estacionaria a los 26 dias. 

El valor del tiempo de duplicación (td) fué de 4.81 d!as, 

este valor resultó ser 1nayor al reportado para células en 

suspensión de Capsicum frutescens (td = 2.71 d(as) por Mavituna y 

Park (1985), au11que ellos utilizaron glucosa como fuente de 

carbono por lo tanto su asimilación y utilización por las 

células fué mc1s r.~pida. Sin embargo, el td obtenido en el presente 

trabajo concuerda con el obtenido por los mismos autores, para 

células de la misma especie inmovilizadas en espumas de 

pal iuretano . 

5,4.2. PROOUCCION DE CAPSAICINOIDES 

Como se observJ an la figura 7A, al relacionar la cinética 

de crecimiento celular y producción de capsaicinoides en 

rendimiento volumétrico, se observó que en la fase lag el nivel 

de producción de capsaicinoides tuvo una disminución, se volvió a 
.i 

Incrementar 1 os 10 d ! as hasta 100 µg de Caps /1 (fase 

i:xponenc 1 al} y pcrr.lanec i 6 constante durante su fase 1!nea1 de 

crecimiento. alcanzó su mayor producción en 1 a fa se 

estacionaria (a los 26 d ! as) con un va~ ar de 17 5 pg Caps/ l. El 

comportamiento anterior nos llevó a establecer que la producci6n 

de capsaicinoides fue co1nbin~da (asoci~da y no asociada} con 
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respec~o al crecimier\to celu~ar. 

Durante la fase lag de crecittiento. la baja 

capsaicinoides, puede explicarse en base J un recambio y/o 

o~gradaci6n de capsaicinoides por las células, probaolemcnte una 

~ez que han solucionado sus necesidades que les frendron la 

formaciOn de capsaicinoides. reinician su bios!ntesis en la fase 

exponencial, para volver a tener un recambio y/o degradaci61\ de 

capsa i e i no i des en la fase lineal por ólti1~0 volver 

incremer1tar su producción de Cdpsaic1r1oides al estar el cultivo 

en su fase de desaceleraciOn e inicio de la estacionaria. Este 

comportamie11to al parecer cfclico. fué también observado por 

Lindsey y leoman (1984b), en la producción de capsaiclnoides con 

células in~ovilizadas de~- frutescens. 

Oe los capsaicinoides producidos {ftg. 7A ). se encontró a 

la capsa1cina como único capsaicinoide cuantificable. y sola1aent2 

trJzas da la d11\idrocapsaici11a. 

f .. diferencia d~ lo observaao en el cultivo de teJ ido cal loso 

( f ig. y 6 ) dond~ se obtuvo como principal capsaicinoid~ a 

la nord1hitlrocdpsaici11a, en los cultivos en en suspensión se tuvo 

ur1a mJyor cor1centraci6n de capsatcina (dato no ~1ostrado). necho 

de gran importancia. ya que como se observa en el cuadro 1, el 

picor- de la capsatcin~ es mayor al de la 

nordihidrocapsaicina 

ExprcsJ~a 11 producción de capsaicinoides obtenidos en el 

pr~s~nt2 trabajo co~o µg Caps/l, s~ obtuvo un Vd\Or max11na de 175 

~g de capsaicinoid¿s/l, que fué 8.7 veces mdyor al ooservado para 

células en suspe11si6r. de :apsicum fruto-:oscens por Lind5~y {19ti3a). 

Por otrJ parte, ~xpr~S·.1Ja 1~1 pr.oducc1on con1c un rendimi .. wto ;>ar 
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gramo de c~luJas "9 Caps/ g P.S./l, se obtuvo el valor mjximo de 

SS pg úe caps/g P.S./ l a los 10 d!as (Fig. 7), siendo superior 

en 11 veces al reportado por Lindsey (19Uó) para células en 

suspensión de C. frutescens. Los resultados anteriores nos llevan 

suponer una mayor actividad biosintética de las células en 

suspensión de chiles pertenecientes a Ja. especie f.:_ ~ 

var.glabriusculum/aviculare, hacia la producción de 

capsaicinoides, que Ja especie anteriormente citada. 

5.4.3.CONSUMO DE FOSFORO 

El consumo de nutrientes como puede vefse en la figura 7ll 

pd1·a el caso del fósforo se observó un tncreme11to del co11tenido 

inicial en la fase lag por encima del 100 %, con una velocidad 

alta de consu1no durante el inicio de su fase exponencial, 

desapareciendo en la fase lineal y volviendo a aparecer cuando el 

cultivo alcanzó la fase de desaceleración • 

En los estudios de Calva (1988) y Vel~zquez (1~88) .se h• 

observado el aumento de concentraci6r1 del fósforo durante la fase 

lag d~ crecimiento de Jas células del género Capsicun1,· tal y co~o 

se presentó en el presente trabajo. Sin embargo, se desconoce si 

pueda tratarse de una liberaci6n de fosfatos por lisis celular 

,ya quo no se c/1ecO la viabilidad celular. 

Como se ha visto en otros sistemas el fOsforo es el primt?r 

nutrit?nt~ consumido por las células {De- Ekmank.ul y El lis, 19B4¡ 

Knobloch y Berl in, 1983; Thor¡ y col., 1981), lo cual ocurre 

debido a Jos altos requerimientos de este nutriente 

parJ la sfntdSls de constituyentes celulares COffiO 

, necesarios 

nucleOtidos, 
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moléculas importantes para la reproducción celular, hecho qu~ fu¿ 

comprobado en células en susp~nsi6n de Cathdrantnus ~ (Ukajt 

y Asllihara, 19oó) y de~.!~ (Wylegalla y col., 19d5). 

En diferentes cultivos de células vegetales se ha 

comprobado, que Ja célula asimila r~pidamente el fósforo. co~o se 

observó en las células de chigol. Por eje~plo, células 

tnr:iovilizadas do Capsicum frutescí!11s cultivadas en un redctor de 

leche estacionario, se vieron limitadas por fosfdto después de un 

período corto de tiempo (Lindsey y Yeornan, 1903b), asi m.ismo en 

cult_ivos d¿ CJtharanthus ~se determinó su consumo total en 

un intervalo de O a 700 pM Majerus y Pare!lleux, 19UG) 

Este fósforo es canalizado para diferentes rutas metab6licas, 

cowo sucecli6 en las células de Thalictrum rugosum, en las cudles 

se encontró el fósforo radioactivo adicionado en el inicio del 

cultivo en diferentes compuestos como azocares fosfatados, 

ortofosfato citopldSmático libre, fosfato 1norg~nico en vacuolus 

y en compuestos de alta energta como ATP y GTP (Berl in y col., 

1 ~"º ¡ _ 

Relacionanoo el corr.portami en to de producción de 

capsa1~1noides ccr1 Ja dSi111ilaci611 de fósforo • 0Dservah1os {fig.7} 

que para ¿l dfa 5 las c~lulas 1 ibera ron fósforo intracelular y 

t1ubo un posible recJ~bio y/o degradac16n de capsaicino1des que 

hizo dismi11uir su acu¡11uJaci6r1 a O, de los dlas 10 al 14 se dió 

una rapidd as1~11lac16n a~ fósfnro ~xtr~c~l~lar hasta ser agotado 

del mellio e u l t 1 vo. mier1tr~5 que la producc16n de 

capsaicinoides en el dia 1LI tuvo uu incremento de 2.5 a 103 ).Jg de 

CdPS/ l, para posteriorm0nt~ nr~sentar una dis~irtución hasta 60 
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)J9 ae caps/! en el d!a 14. Entre los d!as .14 y 20 cuando no hubo 

fósforo e11 el medio de cultive, tampoco huno acumulación de 

caµsaicinoides en el medto y finalmente entre los d[as 20 y 26, 

cLJando las células liberaron fósforo al medio de cultivo se 

presentó la mayor acumulaci6n de capsaicinoides (175 ;.ig de 

Caps/l). 

Diversos autores (Mantel! y smlth, 1983a; Vining, 1986), 

reportan que para otros metabolitos secundarios. se ha visto que 

una asimilact611 co~ipleta del fósforo del 1nedio de cultivo. activO 

su metabolisr.io 

embargo, como 

secundario e incremento su producciOn. 

pudo v·erse en los cultivos de chigoJ 

sin 

el 

comportamie11to de asimilación de éste nutriente y la acu1~ulaciOn 

de capsaicinoides ~s un proceso de mcyor complejidad. 

Por otr.:i par·te, Ja rcSpld11 asimilación de fosfatos 

observada en el pres.ente trabajo, no es un hecho que pueda 

generalizarse para todos los cultivos vegetules, excepciones 

tal comporta~ier1to puede ser el caso reportado por Wijnsma y col. 

(1986) quie11es observaro11 en cultivos de Cinchona 

consumo gradual lento de fósforo que 

producción de antraquinonas. 

5.4.4. CONSUMO DE NITROGENO 

ledgeriana 

no afecto 

un 

1 a 

Como se observa en la figura 76, la tasa de consumo de 

nitrógeno, ta:1to er1 su fo1·ma d~ amonio con~o en su for~a de 

nitrat0, pr¿sd11tó una disminuc10n gradual hastJ llegar a un 50 1 

d~l contenido inicial del medlo, en la fase estacionaria de la 

cinética de crecimiento de )ds c~lulJs de chile ch1g~l. 

Calva t 1988) y Vel~zquez en el mismo ano • trabajando con 
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células en suspensión de Capstcum ~ var. glat>r·iusculum 

crecidas también en el raedio MS. observaron un consumo de 

nitrógeno de 30 mM, valor igual al obtenido con las células de 

chigol. Esto confirma que Ja cantidad de nitróg~no de dicho medio 

se encuentr·a e11 exceso para el creciraiento de las células de ~sta 

variedad. 

La asimi ldClón de nit...-ato y de amonto observada en la figura 

78, pudo estdr fntimamente relacionado con la regulac16n del pH 

por la célula vegetal, pues es conocido que si el medio de 

cultivo ¿n que se crecen la~ células es b~sico. asimilan NH; 

eliminando H+ al intercambiarlo, por lo que baja el pH al 

ácido nltrico (HN0 0 con el ni trato restante. 

Inversamente si el pH es ~cido absorben nitrato {No; 

eliminando {OH)"" al intercambiarlo, por lo que el pH se 

incrnmonta al formarse hidróxido de amónio (Nll~ OH) (ilidwell. 

1979). 

El comportamiento anterior hace suponer que en los cultivos 

oc cnigol funciona tanto la vía de asimilación dt: ni trato 

travbs de la ~nzi1na nitr~to reductasa 1 para co11vartirlo en 

nitrito y seguir las sucesivas reacciones de reducción hasta 

u:ncr1 io i11corµorarse en o<. - ceto c1cidos por una 

r¿acciórt de transaminaci6n para la sr11tesis de amir1o~cidos. (como 

.puede observarse en la figura 3). 1\sf como una vfa de asimilación 

ae amonio t¡ue evita los pasos reauccion~les del nitrógeno 

ir1corpora el amonio en los a1ílinoacido a trdv~s de la ei1zi1íla 

glutamina sin~asd (Oougall. 1977). 

Por otra parte, en irrvestiyactones futuras, no deDe 
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descartarse el estudio de los efectos de otras fuentes de 

_nitrógeno como los amino~cidos, los cuales en otros sistemas 

Incrementaron de acuerdo a sus objetivos , ya sea el crecimiento 

celular o la producción de algunos metabolitos secundarios. al 

ser éstos en algunos casos precursores metabólicos del producto 

deseado (Thom y col., 1981; Yamakawa y col., 1983; Yamamoto y 

Yamoda, 1986). 

5.4.5.CONSUMO DE SACAROSA 

Finalmente por lo que respecta a Ja asimi !ación de sacarosa 

como fuente de carbono por las c~lulas de chigol (figura 7B), se 

observó que durante la fase lag su consumo fué poco 

si9nificativo y con el inicio de la fase exponencial el contenido 

de carbono del medio descendió de una manera lineal en un ~9 % de 

la sacarosa inicial al entrar el cultivo a la fase estacionaria. 

un 11 % de la sacarosa inicial en la fase estacionaria (a los 26 

dlas). 

Lo anterior es debido a que durante la fase lag las células 

se encuentran sintetizando sus constituyentes celulares' 

indispensables para la divisiOn celular (nucleOtidos) y tienen 

u11a baja demanda de azQcares. sin embargo durante su fase de 

crecimiento celular (fase exponencial y logarftmica). la demanda 

de carbonidratos se inc1·ement6 debido a las necesidades de las 

células para la stntesis de constituyentes celulcJ.res y 

almacena1niento en 1noléculas de almidón. Tal como fué demostrado 

en células de Oatura innoxia (Wy!egalia y col., 1985) La 

importancia que tie11e la fuente de carbono en los cultivos de 

c~lulas vegetales es vi~al, ya que al tratarse de. cultivos 
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h~terotróficos es indispensable la presencia de carbohidratos que 

puedan servir para la sTntesis de constituyentes c¿lulares y como 

fuente de energTa. ya que son pocos los cultivos que han logrado 

expresar la capacidad autotrófica total de la célula vegetal 

(YJmada col .• 197U), es decir atender sus 11ec~sidades del 

rnetabol1smo prili1ario y dirigirse hasta el metabolismo secundario, 

sin necesidad de la fuente de carbono externd. 

~.5-EFECTO OE DIFERENTES FUENTES DE CARBONO 

bajo condiciones .!..!! vitre han sido probadas una gran 

variedad de fuentes de carbono • para el crecimiento de células 

Je diferentes especies , éstas incluyen fuentes refinadas como 

sacarosa, maltosa, fructosa, glucosa, galactosa, etc. y fuentes 

no refinadas como almidón, melazas, agua de remojo de mafz. etc., 

teniertdo efectos muy variables sobre el crecimiento celular y' la 

producción de raetabolitos secundarios {Fowler , 1982a; Fowler y 

St~µan-Sarkissian, 1984). 

Sin eral.largo, en telulas del gé11ro Capsicum, los efectos de 

es tus fuentes de carbono en el crecimiento y producción de 

capsaicinoides no hablan sido reportados, por lo cual se 

decidtó probar la suplementación en el medio MS del disac.!í.rido 

sacarosa y de los monos.icár1uos que ¡o fo l'líld 11 gluCU';.d 

f ructosa, todos al 3 

Los resuI ta dos olltenidos son presentados en la figura 8 

Como se pueoe ooservar tar1to la saca1osa coffio Id glucosa fueron 

las fuentes que permitiero11 ur1 mayor crecimiento (10 y 11 pesa 

s~co de b1omJsa respectiva~ente}. ~n tanto que cor1 la fructosó 
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se o~tuvo menos d¿J 50 l (5 peso sec~)jc l~ que se obtuvo para 

la SdC~rOSd y 1~ JIUC~Sa. 

Analizanoo la proaucción de capsaicinoides, se encontró la 

mayor proaucción con la sacarosa (7.67 µg Caps/g P.S./l), seguido 

de la fruc~osa con la que se obtuvo un 30 % menos (5.49 µg Caps/g 

P.S./l) y Onica111ente se detectaron trazas de éste metabolito con 

l~ glucosa. 

Los resultados de la figura 8 1 sugieren que las células de 

chigol crecidas en presencia de sacarosa, contienen la enzima 

invertasa, responsable de hidrolizar la sacarosa en sus 

mon61neros glucosa y fructosa que posteriormente son asimilados y 

utilizados. como sucede en diferentes cultivos. como el de 

células de Streptlanthus tortuosus (Stanzel y col., 19d8). 

Las células de chigol cultivadas en sacarosa y en glucosa. 

fueron las de mayor crecimiento, sin embargo con la glucosa la 

producción de capsaicinoides fué m1ntma, en este caso la glucosa 

pudiera estar reprimiendo o inhibiendo la producción de 

capsaicinotdes en algún paso de su ruta de bioslntesis. Mientras 

que para la fructosa, ~u asimilación puede estar condicionada a 

la er1zi1na iructocinasa~ que regula la entrada de éste azocar a la 

glucólisis y p9r ello el oajo crecimiento de las células. 

desviando sus rutas metabólicas al metabolismo secundario e 

incr·ementar1do la producción de capsaicinoides. La actividad de 

dicha enzimd ria 'sido propuesta por Ashihara y col. en 1988, a ser 

el paso lirntta11tc en 1a· ~lucolisis de las células cultivadas en 

suspensión de CctharanthuS ~· 

Los resultaaos ant~riores de producción de capsatcf11oides 

co11 dif~r·ent~s fuentds dd carbono. co11firman una vez m~s lo 
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establecido por Fowle" y Stepan-Sarkisslan (1985), que la 

sacarosa y ta glucosa son las fuentes de carbono con las que se 

obtiene mayor producción de biomasa en Cultivos de Células 

Vegetales. sin embargo. existe una gran diferencia entre ellas en 

sus efectos de producct6íl de metabolitos secundarios. de igual 

manera demuestran lo propuesto por L1nds~y y Yeoman {1983c), que 

existe una relación inversa e11tre el crecimiento celular y la 

producci611 de metabolitos secundarios. 

Cuando se hacen variaciones en la fuente de carbono o en la 

concentraciones de carbohidratos en el medio, se puede ~fectar 

ademas de las vJas metabolicas primarias, a las vtas alterr1as 

secundarias de la célula vegetal. Resultados que se man1fiestaron 

en el patrón de producción de metabolitos secundarios, por 

ejemplo: Dauch y Lelstner (1978) observaron diferentes patrones 

de producción de antraquinonas. antraquin0n-g1ic6sidos y naftoles 

por IJs células de~ mollugo y Ja misma alteración en lu 

relación de producción fué reportada paril ajmal1ci~a. antocianina 

y cor.ipuestos fen6licos por células de CattJaranthus ~ 

(Knooloct1 y col., 1982). 

En el presente trabajo para IJs células de Chigol, no se 

observó cambio alguno en el patrón de producción con respecto al 

tipo de Cdpsaici~oides (fig. 8 }, l1abi~ndose cuantificado a la 

caps~icina como único capsaiclnoide para. las tres fuent~s de 

carbono probadas. 

En base a estos resultddOs se decidió continuar trabajando 

en los sigüientes experi1ílentos con la sacarosa cp~:o fuer1te de 

carbono. 
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5.6.VAR!ACION DE LA CONCENTRACION DE CARBONO Y DE NITROGENO 

Existe¡¡ oiversos reportes en la literíltura {Mantel! y col., 

1963a; Srn1th y col., 1987; Suzuki y col., 1984b) en los cuales se 

ha analizado el efecto de la variación de la concentración 

inicial de carbono o nitrógeno inicial, sin embargo, como ha sido 

discutido por algunos autores como Rokem y Goldberg (1985) el 

contenido inicial de carbono y nitrógeno ast como su relací6n 

(C/N) juegan un papel sumamerite importante para mejorar la 

producción de metabolttos secundarlos por cultivos de células 

vegetales .!..!! vitre. 

En el crecimiento de células vegetales y su producción de 

metabolitos secundarios, resulta de gran importancia el an!lisis 

de dos mas factores en conjunto, como lo demuestran los 

,trabajos de Kubek y Shuler (1980) y Sahai y Shuler (1987). Ya que 

de lo contrario, cuando se van optimiza1ldO independientemente la~ 

concentracior1es de cada nutriente, al hacer la conjunci6r1 final 

se puede obte11er una producción del mctabolito menor a la del 

medio original, como lo observaron De -Ekmankul y El lis ( 1985b), 

en la producción del ~cido rosmartnlco. 

Por lo anterior, en el presente trabajo se real izo un 

·experimento de di Ser'lo factorial probando di ferent¿s 

concentraciones iniciales de carbono : O. 0.5 1 1.0 y LS moles y 

de nitrOgeno : O, 30, 60 y 90 inmoles , evaluando el crecimiento 

celular y proaucción de capsaicinoides por las células de chigol. 

Para ello se mantuvo constante la relaciOn de amonio:nitrato de 

0.52 mol/mol en todos tos tratamtentos experimentales: 

Los resultados Obter1idos pilra ld producción de biomasa son 
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presentados en la figura En general la superficie de 

respueta presento un perfil de campana de Gauss, donde se observa 

que cuando se eliminó del medio de cultivo la fuente de carbono 

el crecimiento fué mfnimo, igual ocurr16 cuando se incrementó de 

60 90 mmoles de H, sin emoargo. cuando el nitrógeno fué 

eliminado del medio se presentó un incremento proporcional en la 

biomasa cor1forme se au1nentó la concentrac1ór1 de carbor10, 

alcanzando un m3ximo relativo con 1.57 moles de 

crecimiento de 5.26). 

{lndice de 

Otro tratamiento de crecimiento m~ximo se observo cuando se 

mantuvo la concentración de carbono del medio original (t.05 

moles) y se disminuyó la concentración de nitrógeno de 60 a 30 

mmoles {fndice de crecimiento de s.e6). Estos resultados 

confirman que la cantidad de nitrógeno adicionada en el medio MS 

orig~hal, esta en exceso de los requerimientos nutricionales de 

las células de chigol, hecho que ta1nbiln habla sido observado 

durante su cinética de crecimle11to ( fig. ), donde las 

células asimilaron solamente el SO% del nitrOge110 inicial del 

medio MS (60 mmcles). Adem~s se observo, que por er1cima de 40 rnM 

hay un efecto represivo del nitrógeno e11 el crecl1nicr1to celu~ar. 

Calva {_1988), trabajando con esta misma especie a nivel d~ 

fermentador ae dos litros, ha co111probado lo a11terior tia 

establec1do que las cflutas de ch1gol son capaces de crecer en el 

meato MS con 12 mmo.les de nitrógeno total. 

Por lo que respecta a le proGucciOn de capsaicinotdes 

(figura 10), se observa en la supúrficie de respuesta, que la 

proaucción de capsdicinoides presentó dos puntos maAt~1os; uno 
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cuando se eliminó el carbono del medio de cultivo y se redujo 

30 mmoles el nitrógeno·, y el otro cuando el nitrógeno se eliminó 

del medio y se mantuvo la concentración original del medio MS en 

1.05 moles de carbono. 

Relacionando la grdfica de crecimiento celular con la 

producción de capsaicinoides (figurd 9 y 10 respectivamente), se 

observa en algunos casos puede establecerse una posible r~laciOn 

i11versa 1 ya que las concentraciOnes de carbono-nitrógeno en las 

que se obtuvo mayor crecimiento no se presentó 1 a mayor 

producción de capsaicinoides , come en la concentración de 30 

mmoles de nitrógeno y 1·.0S moles de carbono, la cual tuvo un 

tndlce de crecimiento de 5.8 y una producción de solamente ti2.5 

µg Caps/g P.S./L, contrastando con la observada con 30 mmoles de 

nitrógeno y eliminando el carbona, cuyos resultados fueron: un 

Indice de crecimiento de 0_35 y producción de 1693.4 µg Caps/g 

P-5./1. 

Por otro lado. analizando todos los tratamientos con 90 raM 

de nitrógeno, observamos que son los puntos en los que se 

obtuvieron los menores crecimientos celulares y producciones de 

capsaicinoides, ésto nos indica que hay un efecto inl1lbitorio en 

las células por la cantidad de nitrógeno presente, que esta 

afectando tanto el crecimiento de las células asf como la 

producción ~e capsaicinoides efecto slmi lar al observado por 

Hescott y Henshaw (1976), en la producc16n de fenoles por 

cultivos de Acer pseudoplatanus al incrementar al doble la 

c'ant i dad de ni trógena de 1 medio. 

La p1·oducci6n de capsaicinoides tamb_ién se incrementó, 

cuanoo se eliminó el carbono y se redujo el nitrógeno a la mitad 
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de la concentraci6n del medio MS original (30 mmoles), tal come 

habta sido propuesto previamente por Yeoman y col., en 1980, para 

el cultivo de tejido calloso de Capsicum frutescens 

El patrón de producción de capsaicinoides obtenido en la 

pf"ueba anterior se presenta en la figura 11 . Cerno se observa, se 

encontraron como únicos productos la capsaicina y 1 a 

d1hidrocapsaici11a. existiendo un predomir1io de cantidad de la 

dihidrocapsaicina sobre la capsaictna, con la excepción de los 

siguientes tratamientos a) eliminando la fuente de nitrOgeno 

con 1.0 y 1.5 moles de carbono, b) eliminando la fuente de 

carbono con 30 mmoles de nitrógeno y e) 90 mmnoles de nitrógeno 

con 0.5 y 1.0 moles de carbono, en los que habla m~s capsaiclna o 

casi en igual cantidad cantidad de capsaicina y de 

dihidrocapsaicina. 

Al hacer las variaciones de carbono y nitrOgeno del medio 

ori CJi na l, se obtuvieron diferentes relaciones de 

carbono/nitrógeno (C/N), las cuales se graficaron contra la 

m~xima productividad especffica de capsaicinoidcs. Los resultados 

se muestra11 en la figura 12 S~ observó que la tendencia 

general , fué de u11a mayor producción de capsaicinoides conforme 

disminuyó la relaciOn C/~ a valeres muy cercanos O. Sin 

embargo, come se puede ver en la mis1na figura. para la relación 

C/N de 17.5 se obtuvieron tres valores distintos de producción de 

capsaicinoitles, con diferentes concentracio11es absolutas de 

carbono y nitrógeno. 

Los resultados anteriores sugieren que ademas del posiole 

efec~o de la relaci611 C/lt es importante la cantidad absoluta· de 



Fig. 11 Efecto de la concentración inicia 1 da carbono y nitrógeno, 
eobni al patrón da producción de capsalclnoldas por células 
da ~ annuum var. glabrlusculum I g v lculgre. ( los números 
sobre las barras Indican la relación Capsaiclna I Dihldro­
capsalclna ) . 
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cada nutriente en el medio de cultivo, para tener una mayor 

produc.c10n de capsaicinoides, comportamiento similar al Observado 

en lü producción de alcaloides por células de Cinchona ledgeriana 

(Wijnsma y col., 1986). 

Tomando en cuanta los resultados anteriores, para efectuar 

las variaciones de la concentracion de fósforo de! medio MS y ver 

su efecto sobre el creciiniento celular la producción de 

capsaicinoides, se seleccionaren los siguientes tratamientos: 

a) Las concentraciones de carbo110 y nitrógeno que presentaron 

mayor producción de capsatcinoid€s: 

a.1} con 1.5 raoles de carbono y sin adición de nitrógeno. 

a.2) sin adición de carbono y 30 mmoles de nitrógeno. 

b) La concer1traci6n de m~ximc crecimiento. con 1.05 moles de 

carbono y 30 mmcles de nitrógeno. 

e) La concentraciOn original del medio MS. can 1.05 moles de 

carbor10 y 60 mmoles de nitrógeno. 

5.7.EFECTO DE LA CONCENTRACION DE FOSFORO 

En microorgantsmos'se ha establecido que muchos 1netabolitos 

secundarios no son sintetizados cuando la concentración de 

fósforo es óptima p~r~ el crecimiento (Vining 1986 ). As! 

mismo e11 cultivos de células vegetales, se ha demostrada que en 

auser1cia de éste nutriente. existe una respuesta favorable de la 

célula. para la producción de metabclitos secunaar1os (Rokem y 

Goldberg, 1985). 

Considerando le anterior. en el presente trabajo se varió la 

co11centraci6r1 ael fósforo i11ic1al del medio de cultivo. 
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manteniendo cor\centracicnes de carbono y n1tr5geno con las que 

mejores resultados se obtuvieron para el crecimiento celular Y de 

producci611 de capsaicincides. Los resultados obtenidos para el 

crecimiento celular son presentados en la figura 13 .A-B. 

Como se muestra en la figura 13A. el crecimiento fué bajo 

cuando el n1trOgeno se eliminó del medio de cultivo. para todas 

las varíaciones de fOsforo que se probaron, lo mismo se observó 

~uando el carbono fué eliminado completamente del medio (figura 

13ü). 

Por otra parte 1 cuando la concentración de nitrógeno se 

redujo a 30 mmoles. la maxima biomasa se obtuvo con 7.4 mmoles de 

fósforo. que es la concentración original del medio de cultivo 

(figura 13A), en tanto que con 60 mmoles de nitr6ga110 s~ obtuvo 

el maximo crecimiento con 3.7 mmoles de fósforo. 

Contrastando los resultados de la ftgura con los 

obtenidos en éste experimento (figura 13A-B), se observ!3 que 

~l máximo crecimiento de las células se presento en ambos casos 

con 1.5 moles de carbono y 30 mmoles de nltrógeno (mltad del 

medio MS) y 7.4 mmoles de fósforo (concentración origlnal del 

medio MS), pero además del punto máximo anterior, se observo otro 

que corresponde a una di~minuct6n de un 50 1 del fósforo del 

medio MS y manteniendo la concentraci6n de carbono y nitrógerio 

del medio MS original. 

cuando se elimlnó el f6sfo~o del medio, con los cuatro 

tratamientos de carbono y n1tr6geno prbbados (figua 13A-BJ, se 

observó un crecimiento mtnimo. lo cual i'ndica que el fósforo es 

indispensable para el crecimiento de las células de chigol. 

Resultados s~1nilares a los que han sido reportados para células 
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de Catharanthus ~ (Majerus y Perei l leux. 19Bó). 

Los resultados de producción de capsaicinoides son· 

presentados en la figura 14A-B. En la figura 14A se presenta 

la superficie de respuesta para la concentración de carbono de 

t.05 moles, en ella las m~ximas producciones de capsaicinoides se 

obtienen cuando el nitrógeno, como el fósforo se eliminaron del 

medio. Manteniendo el media de cultivo sin fósforo se observó una 

disminución de la producción conforme el nitrógeno se aumentó, 

mas sin embargo, no se observo un cambio tan notor10 en la 

biomasa obtenida de dichos tratamientos (fig 13A). Estos 

resultados indican que durante la primera resiembra de las 

células de chile chigol, en el medio MS reducido a 30 mmoles de 

ni trOgeno sin carbono y sin fósforo, la producción de 

capsaicinoides durante ésta prueba se incremento de 0.11 µg 

Caps/g P.S./l (medio MS original, figura 14A-B), hasta 66.3 ~g 

Caps/g P. S./ I, que representó un aumento de 602 veces. 

En la 1 i teratura se reportan casos que proponen el uso de 

dos medios de cultivo : uno para el crecimiento de las células y 

otro para la producción de metabolitos secundarlos (Mantel! y 

Smith, 1983a). Los resultados obtenidos en este trabajo, plantean 

como posible alternativa para la producción de Capsalcinoldes el 

uso de dos medios: el primero de crecimiento celular. en el cual 

puede· usarse el medio MS con 1 .os moles de carbono. 30 mmoles de 

nitrógeno y 7.4 ramales de fósforo, o el mismo medio pero con 

1.05 moles de carbono. 60 mmoles de nitrógeno y 3.7 mmoles de 

fósforo. otro para 1 a producción de Capsaicinoides. donde se 

ut1l1zarfa el medio MS con 30 filme les de n l trOgeno, pero s In 
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carocnc ni f~sfcro. en la pri~era resie~brd. 

Del total de capsaicirtoides preseritadcs en la figura 14A-B, 

la capsaicina fue la Que predominó en un 95 y solo se 

detectaron en algunos tratamientos en mtnimas cantidades a la 

nordihidrocapsaicina y a la homodihidrocapsaicina. 

5.8.EFECTO DEL pH 

Les medios para cultivo de células veg~~ates. son preparados 

con un pH inicial de a 6. El componente capaz de amortiguar los 

cambios de pH en este rango es el fosfato. Durar1te el transcurso 

del crecimiento de las células en el medio, el pH del medio 

camoia ; asr este puede llegar a valores'me11ores a 4 o elevarse a 

valores por encima de ( Hahbrcck y Kuhlen. 1972; Martin y Rose, 

1976}. Tales· cambios pueden tener un efecto en el metabolismo de 

las c~lulas. 

Cerno en la 11teratura consultada existe muy poca información 

sobre el efecto del pH en la producción de metabolitos 

secundarios. se decidió probar el efecto del pH (4.7, 5.7 y 6.7) 

sobre el crecimiento de las células. de chigcl y en su producción 

de capsaicinoides. 

Los resultados obtenidos son mostrados en la figura 15 

donde se observó que a pH de 5.7 y 6.7 las células presentaron el 

mayor crecirnie11to celular (15.5 g biomasJ/l), en ta11to, que a pH 

de 4.7 se obtuvo un menor crecimiento celular (10.7 g bio1nasa/l)~ 

Analizando la producción de capsaicinoldes, se obtuvo la 

mayor producció" (4.22 µg Caps/g/l) a un pH de 5.7, observandose 

valores de producciór1 me11ores a 1 µg Caps/g/l pJra pH·s de 4.7 y 

G.7. Lo ar1terior nos indica, la importa~c1a dol ptl ínic~al del 
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medio er1 ta prcducción de metabclitos secundarios. Para la 

producción de capsaicinoides con las células de chigol, una 

diferencia de una unidad influyó notablemente. 

5.9. VARIABILIDAD DE LOS CULTIVOS 

Uno de los protJlemds que se presentaron a lo largo de la 

investigación, fué la variabilidad de los cultivos tanto en su 

crecimiento, como en la producción de capsaicinoides. En el 

cuadro 5, se presentan los valores de tndice de crecimiento y de 

producción de capsaicinoides para cinco cultivos, los valores 

fueron tomados de los diferentes experimer1tos en donde se utilizó 

el medio MS original, realizados a lo largo del trabajo. Como 

se observa eo. dicho cuadro, el tndice de crecimiento en base al 

peso seco, varió desde 5.il hasta 24.7, en tanto la producción de 

capsaiclnoides lo fué de 0.11 JJ9/ g /la 56.3 µg/ g /l. 

La variabilidad observada en las células de chigol, es un 

probler11a en común en el. Cultivo de Celulas Vegetales. que se ha 

presentado aún al trabajar con lfneas celulares (variabilidad 

so1naclonal). Como en el caso de las lfneas celulares de Caps1cum 

frutescens, que mostraron en el transcurso de sus subcultivos 

diferencias en su morfologfa, crecimiento. canten ido de 

clorcfi las y en su producción de capsaicinoides (Holden y col., 

19d6}. asf cc1r.o en las lfneas celulares de Thalictrum minus, 

productcros do bcrborina (Barioud - Fontanel y Tabata, 1988). 

En les cultivos de chigol, se desconoce la causa de la 

variación, sin embargo , probablemente pudiera deberse como lo 

supone r<crris en 19801.l. para los cultivos en suspensión de 
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CULTIVO 
PRODUCC ION DE CAPS INDICE DE 

}lg / g p.s. / 1 CRECIMIENTO 

CULTIVO 1ª 20.52 Z4.7 

CULTIVO zb 56.30 5.8 

CULTIVO 3C 7.67 6.2 

CULTIVO 4d o .11 6.6 

CULTIVO 5C 4.22 16 .1 

u. Tomado dc...-ra figura 7 
b. Tomado de la figura 10 
e. Tomado de la figura 8 
d. Tomad.o de la figura 14 
e. Tomado de la figura 1 s 

Cuadro S. Variabilidad en cuanto a crecimiento cclulnr (índice 

de crecimiento) y produccidn de cnpsaicinoidcs, de 

los cultivos de chigol es_. ~ var._gi:ibriusculum/ 

nvicularc) durante 8 meses de subcultlvos. 
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Catharanttius ~· factores cerne la variabi 1 idad 

somaclonal, la densidad de ir16culo usado en las resiembras, la 

variación de los periodos de subcultivc y 

inevitables de la temperatura. 

las variaciones 
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VI.e o N e L u 5 1 o N E 5 

*Las semillas de chile "Chigol" tuvieren un porcentaje bajo 

de germinación (20 %}. debido a factores inherentes a la cosecha 

de Jos frutos y fué necesario para su germinación remojarlas en 

agua durante. 24 horas. 

El medio de cultivo m~s adecuado para la inducción, 

crecimiento y friabilidad de tejido calloso, partir de 

expJantes de hJpocotiios de c/1ile 11 ChJgoJ'1
, fue el MS 

suplementado con 9.0 ~M de 2,4-D. 

Las células de chigol cultivadas en medio MSM9 en cultivo 

semis6Jido, tuvieron un tiempo de dupiicacl6n de 11.72 dfas, 

present3ndo una producción méxima de caps de 1.5 a 1.7 mg de /g 

P.S En tanto que en el mismo medio, pero en cultivo en 

suspensión su tiempo de dupJ icaci6n fué de 4.81 dfas, con su 

producción maxima de caps de 58 pg/g de p.s. /l. Sin embargo, 

Jo largo de lils cinéticas, dict1a proaucciOn no fu~ un proceso 

co11tinuo, ésta se presentó lnterru~pJdamente con incren1ento y 

dism1nucjOn en Jos caps que no estuvieron relacionada de una 

manera clara con el crecimiento celular. 

EJ orden descendiente de velocidad de ccnsumc, de Jos 

princip~Jes macror1utrientes del medie da cultivo en suspensión, 

fué el Sjguiente : fósforo, carbono y nitr6gc110, consurnidos aJ 

finalizar la cinética en 94 ~. 89 : y 50 % de Ja concentración 

Inicial respectivamente. 
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* La fue11te de carbono que favoreció una mayor producctOn de 

caps fue la sacarosa, en tanto que se observó alta producción de 

biomasa con la glucosa y con la misma sacarosa. 

Con relaciones C/N cercanas O, se favorecio la 

producción· de caps. Sin embargo, para dicha producción es muy 

importante la cantidad absoluta de arabos nutrientes en el medio 

de cultive. 

El medio MSM9 con el nitrógeno al 50 1 (30 mmoles) y 

carente de carbono y fósforo, puede ser un medio para la 

producción de capsaicino1des, pare el primer st·bcultiva. 

El principal capsaicinoide detectado en todos los 

experimentos fue la capsaicina, que predominó en 95 %. 

•En un intervalo de pH de 4.7 - &.7 , el valor de pH de 5.7 

fue ~n el que se obtuvo una mayor producciOn de capsaicinoides. 

En el transcurso de la i11vestigaciOn se observó 

inestabilidad y variabilidad de los cultivos celulares. reflejado 

en la producciOO de capsaicinoides de las c~lulas de chigol en 

suspensión. 
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