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Principales abreviaturas utilizadas

caps Capsaicinoides
MS Medio de cultivo de Murashige y Skoog
MSue Medio de cultivo de Murashige y Skoog, con 9 uM
' de 2,4-D. )
MSM1 Medio de cultivo de Murashige y Skoog, con 114 nM

de AfA y 0.92 nM de cinetina.

SH- Medio de cultivo de Schenk y Hildebrandt.
2,4-0 &cido 2,4-dicloro-fenoxi-acético.
pCPA dcido p. cloro-fenoxi-acético.
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I.RESUMEN

El Cultivo de Células Vegetales representa una alternativa
poteﬁcial. para la producci6n de sustancias destinadas a la
industria farmaceitica, alimentaria y agronfmica, 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
para la produccidn de caps, usando una variedad silvestre de
chile conocida popularmente como chigol (Capsicum anmnuum var.

glabriusculum/aviculare).

Para germinar las semillas de chigal, se requri6 se remojo
en agua durante 24 horas . A partir de los hipocotilos de las
pléntulas obtenjdas en condiciones asépticas, se obtuve la
formacién de tejido cailoso en los medios de Murashige y Skoog
(MS), suplementado con la auxina 8cido 2,4-diclorofenoxiacético
(2,4-D) y Scnenk y Hildebrandt (SH) cen Jos reguladores de
crecimiento 2;4—0. dcido p. cloro fenoxiacético (pCPA)y cinetina.

El mejor crecimiento y friabilidad de los callos en el medio
;emisblxdo, se obtuvo en el medio MS con 2,4-D a 9 MM,
presentando un tiempo de dupiicaci6n (td) de 11.72 dias y una
produccidn de caps de 1.6 mg/g pesoc seco.

La relaci6n de la produccibn de caps y el crecimiento de las
células de chigol en cultivo en suspensién, present6 una reiacién
compleja, - con wuna produccién mdxima de caps de 175 g/ 1 de
medio. Al final de la cin&tica se encontr6 en los macronuirientes

del medio de cultivo el siguiente orden de consumo (de mayor a
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menor) : f6sforo, carbono y nitrégeno.

Por otro lado, la fuente de carbono con la gque se tuvo 1la
mayor broduccién de caps, fué la sacarosa al 3 ¥ comparada con
glucos& y fructosa. Ademds, se comprobo que la cantidad de
nitré6geno en el medio MS, esta excedida tanto para la produccién
de caps, como para el crecimiento de las célutas. Analizando la
relacién entre los dos nutrientes anteriores carbono / nitrégeno
{C/N) en la produccifn de caps, Se obtuvo que a valores de dicha
relaci6n muy cercanos a 0 la produccién de caps se favorese, sin
embargo mas que la relaci6n C/N, el stress por deficincia de
éstos nutrientes en el medio de cultivo puede jugar un papel
importante para su produccifn. )

En un intervalo de pH inicial de 4.7 a 6.7 en el medio de
cultivo, 1las <cé&lulas de chigol produjeron la mayor cantidad de
caps a pH de 5.7.

Finalmente s¢ propone como medio dé cultivo para 1la
proguccién de caps, el medio MS disminuido en su cantidad de
nitrégeno (50 %), carente de carbono y fésforo y con 2,4-D en una

concentracidn de 9 uM,



11.INTRODUCCION

E! chile (Capsicum annuum) es un cultivo que fué domesticado
en México (Pikérsgill. 1969) y al cual la cultura del mexicano se
encuentra Intimamente ligado en sus creeﬁcias. tradiciones y
nébitos alimenticios (Lomelj, 1986 ; tong, 1986; Muhoz y Pinto,
1966). Este cultive,-al igual que otras especies pertenecientes &
la familia de las Solanaceas (tomate, papa y berenjena), se han
distribuido ampliamente por todo el mundo. formando parte
importante en la alimentaci6n de toda la humanidad.

Los frutos del Capsicum han sido difundidos ampliamente ean
la cocina interpacional debido a su sabor picoso, el cual se
atribuye a wun grupo de metabolitos secundarios dencminados
capsaicinoides, que son producidos Gnicamente por éste género
(Maga, 1975). En México es ‘aceptado popularmente que los frutos
de tamafo pequedno, pertenecientes a ia variedad silvestre

glabriusculum/aviculare, conocidoes como "piquines" son de los més

picosos; hecho que ha sido comprobado por diferentes autores
(Morales. 1981; Tapfa, 1987) al cuantificar por técnicas
analfticas el contenide de capsaicinoides de diferentes frutos.
Los capsaicinoides son comercializados como wun extracto
impuro denominado “oleorresina”, muy utilizado en las industrias
de alimentos y farmacefitica {Govindarajan, 1987). En la
industria alimeataria son usados como condimentos alimenticios,
que provocan una mayor aceptacién del producto, estimulando la
insalivacién del bolo elimeﬁticio y ademds por sus propiedades
antioxidantes y antimicrobianas {(Govindarajan, 1986a), Para la

industria farmacefitica representan un mercado potencial, por los
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efeccos que han mostrado tener como anestésico local y en
tratamientos reumdticos (Maga, 1975 ; Monserreeusorn y col.,
1982).

El factor limitante para el comercio de la oleorresina del
Capsicum, es su alto contenido de aceites provenientés de las
semillas, gque provocan con el tiempo un enranciamiente en el
extracto y una pérdida de capsaicinoides (Long, 1986). Purseglove
y col. (198t), en un intento para evitar diche pérdida, reporté
sy ‘purificacién con extraccisnes repetidas con etanol frfo, sin
embargo, con los bajos rendimientos obtenidos los costos
econdémicos no pudieran ser cubiertos.

Por otra parte, los capsaicinoides presentan estructuras
complejas .que hacen diffcil y costosa su sfintesis quimica
(Govindarajan, 1986b; Suzuki e Iwai, 1984a).

Una alternativa para la produccibn de metabolitos
secundarios, inclufdos dentro de estos a los capsaicinoides es
el uso de las té&cnicas de Cultivo de Tejidos Vegetales (Fowler,
1983; Robert y Loyola, 1985). A nivel industrial el uso del
Cultivo de Cé&lulas Vegetales en su;pensidn, ha dado resultadcs
satisfactorios para la produccién de de la shikonina, compuesto

producido por las células de Lithospermum erythrorhizon, que

tiene wusos como colorante, antibactericida y antinflamatorio,
producido por la compafiia japonesa Mitsui Petrochemical (Fujita y
col., 1981); ademds de otros compuestos de interés econdmico que
ya Sse encuentran a nivel de Planta Piloto (Manteil y Smith,
1983a).

Sin embargo, los rendimientos de produccién de metabolitos



secundarjos obtenidos por Cultivo de Células Vegetales hasta la
década de los 60°s, eran demasiado bajos al compararlos con los
obtenidos por el cultivo de la planta, por lo cual se han llevado
a cabo en los Gltimos afios estudios sobre los posibles factores
fisicos y qufmicos que pueden tener un efecto regulatorio
en el metabolismo secundario de las células, para as! pensar en
el desarrollo de nuevos procesos dirigido a la produccidn de
metabolitos secundarios de interés econémico, por las técnicas de
Cultivo de Células vVegetales (Rokem y Goldberg, 1985).

Teniendo en cuenta lo anterior en el Departamento de
Biotecnologfa y Bioingenierfa del! Centro de Investigacibn vy
Estudios Avanzados - Mé&xico y el Depto. de Fisjologfa Vegetal de
la  Unidad Irapuato de la ‘misma Institucién, -desarrollan un
proyecto conjunto sobre el estudio de la producci6n de
Capsaicinoides por células del género Capsicum en cultivo
sumergido (Proyecte CONACYT PVT/AI/NAL/85/3155). Dentro del
proeyecto globatl ante}ior. en el presente trabajo se plantearon
los siguientes objetivos:

a) Obtener material vegetativo aséptico de <chile ‘“chigol"®

perteneciente a la varledad glabriusculum/aviculare.

b) - Obtener tejido calloso de dicha especie en medio
semis6lido.

c) Evaluar el comportamiento de crecimiento celular y
produccién de capsaicinoides del| tejido calloso cultivado
&n el medio semis6lido, adicionado «con diferentes
reguladares. de crecimiento vegetal, tendientes a la_
obtencién de cultivos friables.

d) Caracterizar el comportamiento cinético de los cultivos en




e)

)

g)

suspensidn : <crecimiento celutar Y produccifn de
capsaicinoides , asi como el consumo de los macronutriente
principales del medio de cultivo.

Estudiar en los cultivos de cé&lulas en suspensién, el
efecto de diferentes fuentes de carbono. sobre el
crecimiento y produccién de capsaicinoides.

Evaluar 123 respuesta de crecimiento celular y produccibn de
cgpsaicinoides, en cultivos de células en suspensifbn con
diferentes concentraciones iniciales, de 1la fuente de
carbono, nitrégenc y fésforo de .la composicién del
medio de cultive original.

Evaluar en células en suspensi6n, la respuesta de
produccién de capsaicinoides a diferente pH tinicial detl

medio de cultivo.



111.ANTECEDENTES
3.1.EL CHILE Y LA OLEORRESINA

El chile (Capsicum annuum}) es un cultivo originaric de
América, domesticado en Mé&xico (Pickersgill,1969; Pursegiove y
col.,1981). El género Capsicum comprende cinco especies que son:

C. annuum, C.baccatum, C. chinense, C. frutescens y C, pubescens,

las cuales presentan un mosaico de formas, tamahos y <colores
(Pickersgill,1989).

En los trabajos de revisién sobre el chile efectuados por
Long en 1986 y Lomeli en‘el mismo afio, se discute ampliamente el
hecho de que estos frutos forman parte importante de la cultura
del mexicano, encontrdndose relacionados con sus creencias,
tradiciones e Intimamente: ligados a su dieta alimenticia.

Los frutos del chile son comercializados (internacionalmente
como frutos completos o en polvo, ambas formas son usadas en tocdo
el mundo c¢omo una especie picante para propdsitos 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 tamafio son los mds picosos. Al respecto Morales
(1981), determinéd el grado de pungencia de distintos frutos
agquiriaos en mercados mexicanos y encontrd gque los frutos

silvestres pertenecientes a Capsicum . annuum

var.glabriusculum/aviculare eran los mis picosos; estos chiles

son conocidos popularmente como piquines (nombrados asf por su

tamano minGsculo), aunque dependiendo de la regidén geogrdfica del



pals ‘reciben otros apelativos como : chile parado, chile mira
para arriba, chile chiltepe, chiltepillo , chilpaya, chile de
monte, chigol y otros (Long, 1986). °

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

glabriusculum/aviculare es probablemente el progenitor silvestre

de los cultivos de C.annuum var.annuum, con &l cual se puede
cruzar facilmente, en la actualidad la variedad

glabriusculum/aviculare se encuentra extendida desde el sureste

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 elaboracién de salsas o chiles en conserva, sin
embargo para el sazonamiento de alimentos procesados como jamén,
salchichas y "otros, resulta ventajoso &l wuso del extracto
aceitoso del fruto conocido como "oleorresina"
(Govindarajan, 1987).

Desde el punto de vista tecnol6gico la calidad de la
oleorresina se mide en base a su color, glor y picor
{(Govindarajan, 1987)’.T0n respecto al color, Maga (1975) cita que
los pigmentos principales asociados con la coloraci6n del chile
rojo son ; capsantina, capsorutina, B-carotenos, violaxantina y
criptoxantina. En tanto que el olor de la oleorresina ha sido
atribuido a una larga lista de compuestos que incluyen alcoholes,
-dcidos carboxflices, ésteres, pirazinas y terpenos; sin embargo,
en las evaluaciones de control, se da mayor atencidn al compuesto
2-metoxi-+3-isobutil pirazina {Govindarajan, 1986a; 1987).

La mayor importancia de la oleorresina es atribuida al picor

que &sta presenta, debida a la presencia de una mezcla de amidas



scidas de vainillilamina unidas a cadenas laterales de 4acidos
grasos, de 9 a 11 atomos de carbono denominados Capsaicinoides
{Suzuki e Iwai, 1984a). La calidad de la cleorresina depende de
algunos factores claves como son : el estado &ptimo de madurez
de los frutos, el tratamiento adecuado al secarlos, triturarlos y
el disolvente usado pera su extraccion (Purseglove y col., 1981).

La oleorresina del Capsicum obtenida del fruto, presenta el
problema que can el transcurso del tiempo sufre un

enranciamiento, debido a la prescencia de aceites, procedentes

principalmente de las semillas (Long,1986). Como caonsecuencia de
lo anterior se ha ' intentado la purificacidn de los
Capsaicinoides, sin embargo el hacerlo, origina que disminuya el

rendimiento del proceso y que los costos de produccibn se eleven
{Purseglove y col., 1981).

Por otra parte, la produccibn de los capsaicinoides por.
sfntests qufmica es un proceso muy costoso e involucra un gran
nGmero de pasos, obteniendo en el producto final una mezcla de
isémeros con propiedades de picor diferentes a las de los
capcaicinoides (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 Bacillus cereus ¥ B. subtilis
(Govindarajan, 1987). Por otro lado desde el punto de vista
farmacoldgico el potencia! de los capsaicinoides es amplio, ya

que tiene efectos variables sobre los sistemas. respiratorio y
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cardiovascular cuando son proporcionados oralmente [¢]
intravenosamente. Estos compuestos han mostrado poder servir como
analgésicos locales,  siendo esta actividad farmacoltgica
atribufda 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.L05 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 quimica como ac. 8-metil-6 nonoico de
vainillilamina (Govindarajan,1985).

En la actualidad gracias al desarrollo de técnicas
analfticas como la cromatograffa de capa fina, cromatografia de
gases y cromatografia lfquida de alte resolucién se - ha podido
descubrir que ademds de ta capsaicina, en los frutos existen
otros compuestos an8logos con sabor picante, los cuales en
conjunto son denominados capsaicinoides {Lego, 1984 Suzuki e
Iwai, 1984a; Tood y col., 1975).

tego {1984) y Suzuki y «cal.(1981a) reconocen cinco

capsaicinoides como los de mayor picor: la Capsaicina (Cap).
Dihidrocapsaicina (OHC), Nordihidrocapsaicina (NDC)
Homocapsaicina (HC ), Homodihidrocapsaicina {HDC) Yy la

Norcapsaicina (NC). ©De las anteriores la Cap y la DHC , son las
que predominan en los frutos (90 % de! total de capsaicinoides),

mantenienqo una proporcion 2;1 o 1:1 y diando mayor pungencia a
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los frutos (Cuadro 1).
La biosintesis de capsaicinoides en relacifn a la madurez
del fruto ha sido estudiada por Balbaa y col. (1968), Suzuki y
‘col. (1980) e 1wai y «col. (1979), aquienes observaron un
incremento -gradual en los niveles de <capsaicinoides con la
madurez del fruto.

En la investigaci6n de chiles de Egipto hecha por Balbaa vy
col.(1968}, la pungencia no fué detectada hasta que los frutos
iniciaron su cambio de coloracioﬁ. desde verde a verde-amarillo
cuatro semanas después de la floracibn, en sus plantas cultivadas
en Qerano y cinco semanas en sus plantas de otofp, Ademds
comprobaron que el picor de los frutos cultivados en verano fué
mayor al de los frutos de otofio.

Iwai y col. (1979) y Suzuki y col. (1981) observaroen en
frutos de C.annuum cv. Karayatsubusa el mdximo contenido de
capsaicinoides (8.8 mg/fruto) a las cinco semanas después de la
floraci6én, punto que coincidié con el méximo de pesc fresco. Yy
contenido de clorofila, posteriormente los tres parémetros
anteriormente mencionados disminuyeron, mientras que se
increment6 el contenido de carotenocides.

factores ‘ambientales como la temperatura y la luz influyen
en la formaci6n de capsaicinoides en los frutos. Por ejemplo: en
cultivos de Capsicum se ha demostrado que a temperaturas menores
a 20 °C disminuyeron 1la floracibn vy el contenido de
capsaicinocides , por el contrario, con temperaturas mayores se

vid que la sintesis y acumulacidn de capsaicinoides se incrementd
{Suzuki e Iwai, 1984a).

{wai y sus colaboradores a lo largo de sus estudios sobre la



HCO CHy, - NIF - R
1o
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Todd y col. (1977) Jerenitch  (1981)
\T’”§§//\\/’\ co” CAPSAICINA 16.1 * 0.6 17.0
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\]//N\”\\/’ﬁ\v/ﬂ\ co” HOMOD 111 IDROCAPSAICINA 8.1 + 0.7 8.3

Cuadro 1. Estructura quimica

{Adaptado de Govindarajan,

y grado de picor de los capsaicinoides.

1987) .



formaci6n de capsaicinoldes en los frutos del chile, obtuvieron
detcs que demostraron que la luz es up factor importante para la
formacién ge capsalcinoiges. Iwal y col. (1977a), observaron gue
bajo condicicnes de Jluz continua 1la biosintesis de los

capsaicinoides, en la placenta de frutos de C.annuum var.grossum

se inicié de 4 a 7 dfas despuss de la cosecha, sin embargo,
ningn capsaicinoide se detecté en frutos incubados en oscuridad.
Resultados similares fueron obtenidos por Iwai y col. (1977b) al
incubar frutos inmaduros de &sta misma variedad carentes de
pedGnculo, en presencia de vainillin-amina y dc. isocdprico
(precursores 'de la ruta de biosIntesis de los capsaicinoides) ,
bajo condiciones de luz y de oscuridad a 30 °C de temperatura.

Suzuki e Iwai (1984a), en su trabajo de revisién del
Capsicum, citan el trabajo de Bubiez, quien demostré gque la
cantidad de macronutrientes (130 Kg/ha de potasio, 50 kg/ha de
nitrégeno y 22 kg/ha de fOsforo), adicionados a los cultivos de
Capsicum . annuum, juegan un papel decisivo para la obtencidn de
frutos con alto contenido de capsaicinoides. Por otro lado, Nowak
en cultivos hidropbnicos de plantas de C. annuum mostr6 que la
produccién de frutos y acumulacifn de capsaicinoides fue afectada
considerablemente por 1a proporci6n de algunos micronutrientes
tales como 2l cobre, boro y molibdeno.

Por lo que respecta al lugar de formaci6én de capsatcinoides
en. el fruto, 1Iwai y col (1977a) observaron por microscopia
electrénica, que ltas cé&lulas epidérmicas de la placenta es el
lugar donde se sinte:}zan y acumulan estos metabolitos.

Posteriormente Suzuki y col, (1980Q), localizaron a nivel celular
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pequenas vestculas4similafes a las vacuclas, como estructuras de
mayor acumulacidn. Recientemente Zamski y col. en 1987
ratificaron lo observado por los investigadores anteriores, sobre
el lugar de su formaci6n y ademds muestrén gue los capsaicinoides
son sintetizados emn el compartimento interno del retfculo
. endopldsmico; y sugieren que las pequenas vesiculas gue contiene
a los capsaiginoijdes, son derivedgas de pequenss fragmentos dei
reticulo endoplédsmico que migran a través de citopldsma y se
fusionan con el plasmalema, 2l c¢ual debe jugar un papel
imporﬁante en la excresién de los capsaicinoides a la =zona
subcuticular del tejldo epidérmico, donde son acumulados.

. Investigaciones de la ruta biosintética de la capsaicinra
y sus andlogos fue contemporaneamente iniciada por los
cientificos britdnicos Bennstt y Kirby (19868) y por los
cient{ficos americanos Leete y Louden (1968) en frutos de C.
anauum, aplicando técnicas de marcaje con radioisotopos ¥
estableciendo como precursor de la parte aromdtica de los
capsaicinoides a la L-fenilalanine y de la cadena acil-grasa a la
L-valina. .

Posteriormente un grupo de tnvestigadores japaneses: Iwai y
<ol . {1977a,b; 1978, 1979}, Suzuki y col. {1980 1961é.b) y
Fujiwake y col.(1980+ 1982a,b), wusando en sus estudios una
especie de chile rcon gran capacidad para la biosiﬁtesis de
capsaicinotdes, C. annuun  var, annuum  Cv. Karayatsubusa
astudiiron la ruta de2 biosfntasis de capseicinoides. proponiendo
finalmente 1a via que se muestra en la figura 1. En susg
estudios, dichos investigacofes comprobaron 1o propuesto por

Benpett y Kirby (1988}, de que =1 precursar de!: anilioc de
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vainillilamina de la capsaicina es la L-fenilalanina, en tanto
que para las cagenas acil-grasas laterales, la L-valina condujo &
la formaci6n de Cap y DHC, mientras que la L-leucina llevé a8 la
formacién de Npc y HDC.

Sin embargo, es importante aclarar, que la ruta de
biosfntesis de capsaicinoides propuesta para fruto (figura 1), no
es conocida en su totalidad, yae que el pase entre el dcido
ferglico a la vainillilamina no se ha detallado, se desconocen el
nimero de pasos que invélucra. asi como las enzimas que en ella
intervienen. Por lo tanto el mecanismo total de la biesIntesis de
lés capsaicinoides no esia completamente aclarado (Suzuki e Iwatl,
1984a).

Como puede verse en la figura 1, la piosintesis de los
capsaicinoides involucra diferentes intermediarios que pueden
ser metabolizados a laA formaci6n de otros productos  del

-metabolismo primario o secundario de la células. Ademés a4l
tratarse de células eucarifticas, la distribﬁcién de las enzimas
estd confinada en difereantes organelos, lo cual plantea algunos
problemas de transporte en su ruta biosintética (Luckner, 1980).

Asf lea actividad de la trans-dcido cindmico 4-monooxigenasa,
que cataliza la reaccidn de dc. cindmico a &c. cumdrico y la
capsaicrnoide-sintetasa la cual «cataliza 1la reaccién de
condensacién de vainillil-amina y las cadenas acil-grasas fueron
encontradas en la vacuola (tenoplasma), en tanto la actividaa de
la fenil alanina-amoniciiasa que cataliza 1la converéibn de
fenilatanina a écido cindmico fue encontrada en el citosol

(Fujiwake y col., 1982b).
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Considerando la 1localizacidn intracelular de las
enzimas Yy productos intermedios de ia biosintesis de
los capsaicinoides, Suzuki e 1lwai (1984), establecieron que los
capsaicinoides son sintetizados de vainillilamina y diversos
dcidos grasos en ta forma de acil COAs, que son unidos a través
de la enzima capsaicinoide-sintetasa cerca del tonoplasma y se.
depositan en pequefias vésiculas- que son excretadas fuera de 1la
célula y acumuladas en un receptdculo como una mezcla de

capsaicinoides-lfpidos.
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3.3.EL CULTIVO DE CELULAS VEGETALES PARA LA PRODUCCION DE
’ METABOLITOS SECUNDARIOS

Las plantas contienen wuna gran cantjdad de susﬁancias
quimicas que han sido utilizadas por el hombre durante siglos
como fédrmacos, aditivos alimenticios, fragancias, etc. Sin
embargo, la disminucién de los recursos vegetales por talas
inmoderadas en todo el mundo (erosi6n génica), pérdida de
cosechas por adversidades climdticas y plagas, asf como en el
aumento en los costos de fertilizantes, han traido problemas para
la obtencién de productos naturales, especialmente metabolitos
secundarios a partir de las plantas (Baladrin y col., 1985;
Shuler,1981}.

Los adelantos tenidos en los Gltimos anos en la técnica de
Cultivo de Células Vegetales , permiten vislumbrarla como una
alternativa .para la produccibn de  compuestos qufmicos,
especialmente aquéllos clasificados como de bajo volumen de
comercializaci6n y alto precio, tales como loé metabolito;
secundarios (Scragg, 1986). Quintero (1985) afirma que el uso de
esta técnijca en el desarrollo biotecnol6gico de Mé&xico, wvodrd
generar beneficios a corto y largo plazo.

Fowler (1983) reconoce que las ventajas que ofrece «
Cultivo de Células Vege;ales. para la produccién de metebol.tos

secundarios de interés industrial son:

a)Una independencia de las condiciones ambientales como clime,
plagas, contrastes estacionales, etc.
b)Un 'sistema - de produccién definido, en el lugar donde

se requlerd‘proaucto.



c)una mayor consistencia en la produccién taato en cantidad,
como en calidad.
d)Y quiza el maé importante, mencres tiempos de produccion.
Cuando se desea alguna sustancia qufmica, sintetizada en una
especie vegetal determinada y se tienen problemas para 'su
obtencién a partir de plantas naturales, o se quieran destinar
extensiones de terreno paraz el cultivo de otros productos de
primera necesidad, se puede recurrir a los estudios para su
produccién por otros medios, como puede ser el Cultivo de Células
Vegetales (Stafford y <col, 1986), gque puedan conllevan al
desarrollo de un proceso biotecnolégico , como es el caso de la
produccifn del agente bactericida, antiinflamatorio y colorante

shikonina a partir de células de Lithospermum erythrorhizon a

nivel industrial, producido por la compafia japonesa Mitsui
Petrochemical (Fujita y col., 1981},

Algunos autores proponen estrategias a seguir para tales
fines, wuna de wellas es Jla esquematizada en la figura 2.
Primeramente nay-que aprovechar la variabilidad genética que se
presenta en la naturaleza, seleccionandoc aquellas plantas que
presentan una mayor producci6n del metabolito deseado, ya que
dicha caracterfstica génica puede ser mantenida en los cultivos
iﬂ yitro, como lo demostraron los trabajos realizados con

Nicotiana tabacum (Zenk y «col.,1977) y Cataranthus roseus

(Kinersley y Dougall,1981),
Posteriormente, para iniciar el cultivo in vitro se puede
partir de cualquier segmento de planta; ya sea crecida en campo. o

cortdndolo de pequenas pléntulas obtenidas por la germinacién de
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bolitos secundarios cn cultivos de células vegetales.
Adaptade de Stafford y col., 1986.
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sus semillas bajo condiciones asépticas en el laboratorio, siendo
‘&ste Gitimo preferible por presentar menor grado de
diferenciaci6bn, mayor homogenidad celular y una fuente aséptica
(Yeoman y Macleod, 1977).

para poder llegar al Cultivo de Células Vegetales en
Suspensi6n hay que pasar por callos, que se obtienen después de
desdiferenciaf a los tejidos usados como explantes, al ser
llevados &stos a medios de cultivo que contienen en general los
siguientes compuestos; a) macronutrientes, b) micronutrientes, c}
fuente de carbone, d) fuente de fierro, e) vitaminas, f)
reguladores de crecimiepto vegetal y en caso de ser un medio de
cultivo semisélido se adiciona un agente gelificante (Fossard,
1976; Yeoman y Macleod,1977).

. Mantell y Smith {1983a), asumen que tomar un tejido en donde
el metabolito secundario no se esté sintetizando o acumutando, no
influye en su rapacidad de producci6n de las células in vitro. Al
respecto Yeoman y col. en 1980, observaron que la producciébn de
capsaicinoides por tejido calloso de C.frutescens, no present6
diferencia alguna al inducir los callos de segmentos de  frutos
(lugar de sintesis y acumulacién), tallos, hojas o raices.

Para inducir la formaci6n de tejido calloso son importantes
los reguiadores de <crecimiento vegetal, que se agrupan en
auxinas, citocininas y giberetinas, siendo impbrtante la relactén
de las dos prime}as en |os procesos de diferenciacién
(embriogénesis y organogénesis) y en los de desdiferenciacién
{Rennert,1977).

Strett (1977}, establece que s5i -se parte de callos

disgregables, se facilita la obtenci6n de cultivos de cé&lulas en



suspensién m&s homogéneos. Al respecto Mavitunma y col. (1987),
desarrollaron un mé&todo para producir rapidamente cultivos en

suspensidén, -por homegenizacién de callos de Capsicum frutescens

(13 000 rpm/3 min) en condiciones asépticas, con &ste método las
células bajaron su viabilidad a un 40 %, sin embargo, el cultive
se recuperd en 15 ofas a 98% de viabilidad. Ademds el método ha
sido usado para reducir el tamano de los agregados celulares en
suspensidn,

JEl Cultivo de Cé&lulas en Suspensiéh representa mucnas
ventajas sobre el cultivo de células en medio semisdlido, ya que
ai tener agregados celulares pequefiaos inmersos en una matriz
acuosa en movimiento, se facilita el intercambio gaseoso, se
eliminan los gradientes de polarizaciébn en ‘el tejido y se
homogeniza la distribucién de nutrientes (Yeoman y Macleod,
1977). .

Cuando se tienen los cuitivos en suspensidn, es posible
mejorar su produccidén de metabolitos secundarios bor diversas
técnicas; como la selecci6n de lineas celulares, la manipulaci6n
de los nutrientes del medio, la adicién de precursores y por la
inmovilizaélén de ltas cé&lulas, cuyo objetivo en comfin es llevar a
las células a expresar su informaci6n génica de biosintesis, de

su metabolismo sacundario.
3.3.1 SELECCION DE LINEAS CELULARES

Un.problema importante a considerar en el cultivo de células
es que el proceso de iniciacién del cultive involucra la

desdiferenciacibébn de <cé&lulas orgenizadas, por la adici6n de



reguladores de crecimiento vegetal{ y Que posteriormente son
inducidas a crecer, por lo tanto, la probabilidad de que existan
alteraciones a nivel cromosémico durante la mitosis se
incrementa. Estas alteraciones pueden ser a nivel de nimero
cromasémico: poliploidias Yy anuploidias ] a nivel
intercromes6mico: deleciones, inversiones y translocaciones (De-
Amato, 1978, Sunderland,1977).

La aplicaci6n industrial del Cultivo de.células Yegetales
para la produccibébn de metabolitos secundarios, requiere el wusc
de lineas celulares que tengan estabilidad a lo largo del tiempo
{Fowler, 1983;Tabata y tol,, 1978), Sin embarge, un gran ndmero
de especies vegetales muestran una gran variabilidad e
inestabilidad. Holden y col. (1986) encontraron en las células de
C.frutescens wuna gran variabilidad extraclonal e interclonal en
sus caracterfsticas fenoti{picas, fndice de crecimiento y
produccién de capsaicinoides, que se fueron manifestando a través
de los subcultives. Asf mismo las células de Catharanthus
roseus, mostraron a lo largo de dos ahos, variabilidad en su
producci6n de ajmalicina y serpentina (Morris, 1986a).

Por lo anterior, es importante la obtenci6én de lIneas
celulares que presenten Mayor acumulaciébn y estabilidad de
producci6bn de metabolitos secundarios de interés, como se ha
hecho para la produccidén de ajmalicina en células de Catharanthus
roseus (Zenk y «col., 1977}, de nicotina por Nicotiana tabacum
{0gino y col., 1978) y de shikonina por Lithospermum
erythrornizon (Fujita y col., 1984),

La seleccibn de lfneas celulares que producen metabolitos

secundarios coloridos, facilitan la seleccién de las mismas, como



es el caso de Lithospermum erythrorhizon (Fujita y col.,

1984).Sin embargo, cuando los metabolitos son producidos en
pequefias cantidades y los métodos de cuantificacién son largoes vy
tardados, se puede recurrir al desarrollo de técnicas
inmunol6gicas que faciliten analizar un gran ndmero de muestras,
en un intervalo de tiempo relativamente peqguero con gran
seguridad, como la desarrollada por Aitken y Yeoman {1988), para
la seleccibdn de lineas productoras de capsalc}noides en cultivos

de C. frutescens.

3.3.2.MANIPULACION DE LOS NUTRIENTES DEL MEDIO DE CULTIVO

Muchos medios nutritivos se han desarrolladec para el
crecimiento de diferentes especies vegetales en cultivo en
suspensién, sin embargo, en su mayorfa los niveles de produccicd
de metabollitos secundarios reportados, son bajos con respecto a
los obtenidos de su fuente tradicional (Fowler, 1983). Debido a
lo anterior, se ha recurrido a la manipulacién de tos
componentes del medioc, tratando'de incrementar la sfntesis del
metabolito dzseado. Los. componentes que mayormente han sido

estudiados son:
3.3.2.1. REGULADORES DE CRECIMIENYO VEGETAL.

Con la excepcitin de los cultivos oncogénicos, los cuitivos
celulares requieren la adicidén de reguladores de crecimiento
vegetal, auxinas y citocininas al medio de cultivo para poder
crecer., Sin emb;rgu;‘el uso de estos compuestos en algunos casos

puede llegar a afectar la actividad de enzimas importantes en la
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piosintesis . de metabolitos secundarios, éomo la fenil alanina-
amonioliasa, enzima clave en el inicio de biosfntesis secundaria
{Hugh, 1984, Innerarity y col., 19727 Ozeki y Komamine, 1985), es
por ello que sus efectos en la produccidén de estos metabolitos
ha recfbido gran atencitn.

Morris y col. (1985) y Stafford y col. (1986) suponen que
las bajas producciones de algunos metabolitos secundarios
reportadas hasta antes de 1970, se debi6 a la incorporaci6n de la
auxina 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) al medio de cultivo. Al
respecto lenk y col. (1977), protando diferentes reguladores de

crecimiento en cultivos en suspensi6n de Catharanthus roseus,

encentraron que el 2,4-D y el 4cido Naftalenacético {ANA)
suprimieron la formacibn de serpentina, en tanto que el A&cido
Indolil-3-acético (AlA)}, la favoreci6.

Nueve anos después Morris {(1986b), hizo ua estudio con mayor
detalle de los efectos del 2,4-D en la misma especie y corrobord
lo encontrado por Zenk y col. (1977) para esta auxina, sin
embargo, cuando adicioné cinetina y ANA, logrf-incrementar la
produccisn de alcaloides, demostrando de esta manera la
importancia del balance qe auxinas y citocininas en la produccién
de metabolitos secundarios.

Por otro lado, en cultivos en suspensidn de Cinchona
ledgeriane, al hacer wuna reduccifén de la concentracibn de
reguladores de crecimiento (de 2.0 a 0.5 mg/1 2,4-0 y de 0.5 a
0.1 “ig/l de bencil adenina), se logré incrementar 400 veces ‘la
producciédn.de alcaloides (Robins y col., 1986). ‘

Aungue en la mayorfa de los casos se ha encontrado que el
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2,4-0 juega un papel represivo en la produccién de metabolitos
Asecundarios. existen algunos trabajos en los que el 2,4-D ha
permitido una mayor expresién del metabolismo secundario, como lo
es ta producci6ébn de antraquinonas en cbltlvos de Morinda
,citrifolia (Zenk y col. 1875) y en la produccifn de saponinas por
tejido celloso de Panax ginseng (Furuya y <col., 1983}, que
predujeron niveles similares a los encontrados en la planta.

El suprimir el uso de reguladores de crecimiento de! medio,
tambié&n ha dado buenos resultados para incrementar la produccibn,
ya que permite que se frene.el crecimiento y el metabolismo
primario, para que se incremente el metabolismo secundario en

_medios considerados de producci6n, como por ejemplo, en el

cultivo de células inmovilizadas de Capsicum frutescens ,

después de eliminar las hormonas (auxinas y citocininas), la
produccidn de capsaicina se incrementé 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 roseus (Morris, 1986b) vy

Anchusa officinalis (De-Ekmankul y Ellis, 1985b), en ambos casos

las células no fueron <capaces de crecer para el tercer

subcultivo.
3.3.2.2. FUENTE DE CARBONO

Como la mayorfa de los cultivos vegetales son
heterotr6ficos, requieren la adicién de carbohidratos que les
sirvan para la sfntesis de constituyentes celulares, importantes
para su>manten1m(ento y crecimiento celular.

Para tales fines han sido probadas una gran varjedad de
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carbohidratos , entre los cuales podemos menc&onar a la glucosa,
) galactosa, fructosa, sacarosa, sorbigol y @tros, aunque muchas
especies pueden crecer en una amplia variedad de ellos, los
mejores resultados en cuanto a crecimiento celular y producci6n
de metabolitos Secundarios se hanm obtenido con sacarosa , glucosa
y la fructosa {(fFowler , 1982a- Fowler y col., 1982a; Fowler y
Stepan-Sarkissian, 1985}).
Los resultados anteriores no son de extraiar ya que dentro
de la bioquimica y fisiologfa de los vegetales, la sacarosa ,
glucosa j fructosa desempeifian papeles muy importantes; como el
hecho de que la sacarosa, sacdrido formado por glucosa ¥
fructosa, es la princ{pal forma de transporte de carbohidratos en
la planta, en tanto que la glucosa y'la'fructosa juegan un papel
importante en la glucélisis (Maretzki y col., 1974).

Los mecanismos de asimilacidén de la sacarosa y de la glucosa
se encuentran atn en estudio, sin embargo, los modelos postulados
de asimilacién para la glucosa pueden resumirse como sigue; a) la
glucosa entra a la célula por transporte pasivo y posteriormente
en el ¢itosol sufre una fosforilacifn, pasando a una forma mds
activa como glucosa-6-fosfato (G6P), b) la glucosa entra a 1la
célula por un transporte activo y durante éste, por la accién de
una hexocinésa. s transformada en G6P (Fowler y Stepan-

"Sarkissian, 1985).

Por otro lado, los mecanismos de asimilacién de la sacarosa
por la célula resultan mds complejos y gstos pueden ser divididos
en hidrolfticos y no hidrolfticos. Dentro de los primeros se

considera la existencia de la enzims invertasa extracelular
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responsable de la ruptura de l& sacarosa en sus mondmeros, en
tanto los no hidrolfticos, establecen un transporte Integro de la
sacarosa al interior de la célula (Fowler y Sarkissian, 1985).
Ademds de que no son conocidos con ¢laridad, los mecanismos de
asimilaci6n de 1los carbohidratos anteriores por las células
vegetales, sus relaciones con la produccién de metabolitos
secundarios es todavia mds compleja.

En sistemas de cultivos de c&lulas vegetales in vitro. en
donde los medios de cultivo estén generalmente excedidos en las
cantidades de sus nutrientes, un aumento de la concentracifén de
carbohidratos suele dar un incremento en la produccidtn de
biomasa, sin embargo como ha sido discutidq por Lindsey y Yeoman
{1983c), la tasa de crecimiento celular no siempre va a le& par
con la produccién de metabolitos secundarios,. ya que para que se
manifieste esta gitima debe existir cierto grado de
diferenciacién en las cé&lulas (Wiermann, 1981). Por ejempl&‘Kubek
y Shuler (1980), encontraron que la adicién de 8 % de sacarosa en
cultivos de Rosa sp., incrementé la produccidén de biomasa,
mientras la produccidn de fenoles se vié disminuida, can é&sta
misma concentractién de sacarosa {8 %) se provocd en callos de

Solanum laciniatum un efecto inhibitorio en el crecimiento,

pero coincidié con 1a méxima produccidn de fenoles (Chandler y
Dodds, 1883).

Asi mismo, existen otros trabajos en los que al haper
incrementado la concentracién de carbohidratos se observé una
mayor produccitn de metabolitos secundarijos {(Merillon y <ol.,
19843 Sﬁith y €ol., 1987, Suzuki y col., 1984b), explicéndose

este como respuesta de la celula a condiciones de stress osmético
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Gue dispara e)] metabolismo secundario.

3.3.2.3. FUENTE DE NITROGENO

Fowler y col. (1982b) han encontrado que la maycrfa de las
formulaciones de los medios de cultivo comunmente usados para el
crecimiento de células vegetales, wutilizan como principales
fuentes de nitrégeno al nitrato (no;‘) y al amanio (NH:'). aunque
las concentraciones relativaes, wvarfan en sus efehto; sobre el
cultive: tasa de crecimiento celular y produccién de metabolitos
secundarijos.

Para las células vegetales se ha establecido como mecanismo
de asimilacién de nitrdgeno el esquematizado en la figura 3. Como
observa este proceso involucra 4 reacciones generales, que son:
ai"asimflacién de nitrato por parte de la célula, b)reduccitbn de
nitrato a nitrito, c¢) reduccién de nitrito a amonio y caonversidn
de amonic a nitrégeno orgénico.

La relacién NOy :NHQ’ ha mostrado tener efectos
significativos en la produccién de metabolitos secundarios, como
en la producci6n de antraquinonas por células de  Rubia
cordifolia, en donde con una relacibn 1:1 se observe una
'producciOn cien veces mds alta con respecto al cultive original
(Suzuki y ¢col., 1984b), resultados similares fueron observados
por Yamakawa y col. (1983), en cultivos de cé&lulas de Vitis para
1a produccibn de antocianinas .

En alagunos casos los cultives celulares tienep preferencia
por otras fuentes de nitr6genc para la mayor producci6n de

metabolitos secundarios, como lec observaron Knobloch y Berlin
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{1981),. en la produccié6n de polifenoles por céiulas de Nicotiana
tabacum, donde de diferentes fuentes probadas : nitrato de amonio
+ nitrato de potasio, nitrato de potasio, <c¢loruro de amonio,
niirato de amonio y citrato de amonio, encontraron que el citrato
de amonjo favorecid tanto el crecimiento celular, como la
produccifn de polifenoles. Sin embargo, algunos cultivos
suelen preferir para su crecimiento fuentes de nitrégeno
orgdnicas, como lo son los aminod&cidos {(Thom y col., 1981).

El nitrégenc en bajas concentraciones puede ser usado como
un nutriente limitante de crecimiento celular y por tanto servir
comg mecanismo que pueda dar inicio a8 1las rutas metabblicas
secundarias, incrementando la producci6tn de algunos productos de
interés. Como se observ6 en la produccién de shikonina, donde una
vez que las auxinas y el nitrégeno fueron consumidos
completamente, se detuvo la incorporacién de fenilalanina
(precursor de shikonina) a protefnas y se inicid su incorporacién
a shikonina (Mizukami y col., 1977),.

Los medios usados para el crecimiento de las células
vegetales generalmente estdn excedidos de nitrégeno, 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 produccibén de fenoles y el De-

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

produccidn de dcido rosmarfnico.
Asi mismo Lindsey (1985), demostr6 para el cultivo de

Capsicum frutescens que el incremento de la concentracién inicial

de nitrato del medio de cultivo estd directamente relacionado con
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el «crecimiento <celular y la incorporacién de fenilalanina en
profernes solubles, pero inversamente relacionado con su
incorporacion en capsaicina. La posible explicacifn que aducen
los autores, es que el nitr6geno esta regulando la actividad de
algunas enzimas claves, tal como la fenfl alanina amonic itasa.
de manera similar a como ocurre en en la biosintesis de otros
metabolitos secundarios (Hahlbrock y col., 1874; Wescott y

Henshaw., 1976).
3.3.2.4. RELACION CARBONO/ NITROGENO

La alteraci6n de la.relacidn carbono/nitrégeno (C/N), es un
ajuste c!ésicb en la fisiologfa de los microorganismos para
aumentar su crecimiento y produccién de muchos metabolitos.

Existen evidencias de que un ajuste similar puede incrementar
la produccién de muchos metabolitos secundarios por células
vegetales en suspensi6n, como. lo demuestran los trabajos de Kubek
y Shuler (1980), quienes examinaron la relacién C/N en la
produccién de compuestos fendlicos por células de Rosa sp ¥y
Glicine max, observando las madximas producciones con relaciones
C/N de 20 (mg/mé) y 85 (mg/mg) respectivamente. Por otra parte
Yamakawa y ool. (1983) observaron que con relaciones C/N 2.4 -~
4.8 (moi/mel) la producci6n de antocianinas fu& mayor a la del
medio original.

En contra parte a lo anterfor, diversos autores (Dicosmo y
Towers, 19843 Stafford y «col., 1986) expresan que para la
produccitn de metabolitos secundarios por Cultivo de Cé&lulas
Vegetales, no es £an importante la relacitn C/N, como las

condiciones de stress a que se sometan los cultivos,



especialmente por la bresibn osmética del medio de cultivo con
altas concentraciones de sacarbsa y cuando se cambia el nutriente
limitante; wusando -bajas concentraciones de carbono y altas
concentraciones de nitr6genc, como se observé en los cultivos de
Cinchona ledgeriana, para la produccidn de alcaloides (Winjnsma y
col., 198%)

3.3.2.5, FUENTE DE FOSFORO

Como la fuente de carbono y nitr6geno, jos altos niveles de
fosfato en e}l medio de cultivo, permiten estimular la tasa de
crecimiento celular, por tanto una disminuci6n del fosfato
generalmenée hace disminuir }a tasa de crecimiento celular e
incrementar la produccién de metabolitos secundarios (Mantell vy
smith , 1983a).

En algunos sistemas el f6sforo puede ser wusado como
nutriente limitante para el crecimiento celular, ya que &ste es
el primer nutriente que se consume, generalmente entre 24 a 48
horas después de ser inoculadas las cé&lulas (De~Ekmankul y
Ellis, 1984; Knobloch vy Berlin, '1983). Sin embargo, é&ste es
almacenado intracelularmente como fué comprobado en cé&lulas de

Thalictrum rugosum {(Berlin y Molleschott, 1988).

Chandler y Dodds (1983), disminuyendo 80 % el fosfato del
medio MS, lograron incrementar al doble la producci6n de

compuestos fenblicos en cultivos de Solanum Jaciniatum, en tanto

Yamakawa y col. {1983), observé como la produccién de
aatocianinas presentd una relacibn inversa con el incremento de

la concentracién inicial de fosfato del medio.
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Una posible explicaciﬁn'que puede darse al hecho de que 1la
disminucién de fosfatos en el medio de cultivo Testimule la
producci6n de metabolitos secundarios, es la relacién que éste
tiene con la actividad de algunas enzimas claves en el
metabolismo secundario, como la fenil alanina amonio-liasa
(enzima clave en el metabolismo de fenil propanoides). Knobloch y
Berlin (1981, 1983), obserVarun que la actividad de la fenitl
alanin amonio-liasa esta regulada por la ‘presencia de fosfato, ya
qué su actividad disminuyd conforme se increment6 ia

concentracién de fosfato inicial del medio de cultivo.



IV. MATERIALES Y METODOS
4.1. MATERIAL BIOLOGICO .

Se wutilizaron chiles silvestres de Capsicum annuum var.

glabriusculum/aviculare que se recolectaron en el estado de

Qaxaca y fueron proporcionados por !a SARH-Oaxaca. Estos chiles
reciben localmente el nombre de chile “"chigol®.

El lote de frutos silvestres de chile chigol que se utilizé
para &ste estudio se caracterizé por la presencia de frutos
verdes en su mayorla, con un tamaio aproximado de 1.0 a 1.5 cm de
longitud y de forma cbnica, al cual se le extrajeron manualmente

las semillas de didmetro de 0.3 cm.

4.2. MEDIOS DE CULTIVO

Los medios de cultivoe empleados en este trabajo fueran
seleccionados de acuerdo a los reportados por Lindsey y col.
(1983a) vy Lindsey (1986) para el crecimiento de c¢élulas de

Capsicum frutescens, y fueron los siguientes:

a3

Murashige y Skoog (MS), (Murashige y Skoog. 1962).
b) Schenk y Hildebrandt (SH}, ( Schenk y
Hildebrandt, 1972).
La composicién de los dos medios se muestra en &l cuadro 2,
usanco para su preparacidn agua desionizada.
Para la germinaci6n in vitro de las semillas se emplearon
~las sales minerales del medio MS y soporte de Gelrite al 0,0015 %
(Kelco Divi;on .of Merck & Co. Inc.), mientras que para la
induccién de tejido calloso se probaron tanto el medio MS y SH
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Cuadro 2. Composicidn de los medios de cultive de Murashige
y Skoog (1962) y Schenk y Hildebrandt (1972)

Concentracién en el medio (M)}

Constituyente MS sH
MACRONUTRIENTES
NH, NO4 2.06 X 1078 eoooooo
KNO 5 7.88 X 1072 2.50 X 1072
Cacl,-2it,0 3.00 X 1073 1.50 x 1073
MgS0, - 7H,0 7.50 X 1873 3.50 X 1073
Ki PO, 125 x 1073 e
NH H,PO,  semmomeeee- 2.50 X 10
Sacarosa 3.80 X 1072 8.80 X 1072
MICRONUTRIENTES '
K1 5.00 x 1078 . 6.00 X 10°°
HyBO, » 1.00 X 1074 | 1.30 x 1074
Mnso, - 41,0 9.99 X 1073 5.90 X 1073
NaMoO 4 - 2H,0 ‘ 1.00 x 1076 4.10 x 1077
Cus0,, - 511,0 1.00 x 1077 8.00 X 1077
CoCl,-6H,0 1.00 X 1077 4.20 x 10”7
Zns0, - 71,0 2.99 X 1073 3.50 X 1078
FUENTE DE FIERRO
FeS0,, « 7H,0 1.00 x 107° 5.40 X 1077
Na, EDTA:2H,0 1.00 x 10°° 5.40 X 1075
VITAMINAS
Mio-Inositol . 4.90 x 10°% 5.60 X 1073
Acido nicotinico 4.66 X 1075 4.10 x 1075
piridoxina~  HC1 2.40 x 1078 2.40 X 107°
Tiamina. HC1 3.00 X 1077 1.50 X 1075
Glicina 3,00 X 107°  cmeeemeaeo-
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con los siguientes reguladores de crecimiento vegetal:

a) MS suplementado con la auxina 2,4-diclorofenoxiacético
(2,4-D) en concentraciones de 3.6 - 13.5 uM, detalladas
en cada experimento.

b) SH suplementado con 2,4-D 2.26 uM, d&cido paracloro fenoxi

acético 10.7 uyM y cinetina 0.5 mM.

La cinética de crecimiento celular y de produccion de
capsaicinoides en medio de cultivo semis6lido se hizo en el medio
MS suplementado con dos tratamientos de reguladores de
crecimiento diferentes que fueron :

a) MS m§s 9.0 uM de 2,4-D (MSM9),

b) MS més [14 nM de 4c. 3-Indolil acético (AIA) y 0.92 nM de

cinetina (MSCI).

Para el cultivo de callo se emplearon frascos Gerber con 25
ml de los medios de cultivo anteriores, empleando como agente
solidificante Gelrite (kelco Divison of Merck & Co., Inc.) en una
concentracién de 1.5 g/l.

Los cultives en suspensi6bn se hicieron en matraces
Erlenmeyer de 125 ml de capacidad, con 30 ml del medio MSM3 sin
agente gelificante.

El pH de los medios de cultivo se ajusto a 5.8 en un
potenci6metro Fisher Accument Modelo 525, empleando soluciones de
KOH y HCl, amhas a 1 M scgln se reguiriera.

Todos los medios de <cultivo fueron esterilizados en
autoclave, a 15 lb/pulgt durante 15 minutos, manipulando
posteriormente los cultivos bajo condiciones de asepsia dentro de

una campana de flujo laminar.



4.3. CONDICIONES DE INCUBACION DE LOS CULTIVOS

Los cultivos en medio semisOlide , para ia germinacidn de
las semillas y los cultivos de callos en medio semisdlido, se
mantuvieron bajo las siguientes condiciones: iluminacién continua
de 2 B00 lux proporcionada por lémparas de luz fluorescente
(blanco frio) y temperatura de 29 « 2 °C.

Por o%tra parte, los cultivos &n suspensidén se incubaron en
una agitadora rotatoria (New Brumswick scientific Co., Inc.
modelo 653}, a una velocidad de 80 rpiw con una amplitud de giro
de 2. pulgadas, & una temperatura de 25 + 2 °¢ y manteniendo las
mismas condiciones de iluminacién usadas para los cultivos en

medio semis8lido.
4.4 DESINFESTACION DE LAS SEMILLAS

tas semillas de chile chigol fueron sometidas a un
pretratamiento fisico previo a la desinfestaci6n, aque consistit
en remgjarlas en aqua durante 24 horas, tratando de ablandar sus
cubiertas protectaras. Posteriormente las semillas de chigol
fueron desinfestadas usando primeramente una soluci6én de etanol
al 70 % durante un minuto, seéguido de una inmersidn en solucibn
de nipoclorito de sodio (cloralex) al 2.7 % v/v (con 0.2 ml de
Tdeen 20) durante 20 minutos y finalmente 5 enjuagues sucesivos

con agua destilada esteril.
4.5, INDUCCION DE TEJIDO CALLOSO

Se wusaron fragmentos de hipocotilo de planptulas germinadas




-30-

in vitro de aproximadamente 0.5 ¢m de lomgitud, los que fueron
sembrados en los medios diferentes de inducci6n de tejido calloso-
mencionados anteriormente en el inciso 4.2. de materiales vy

métodos.
4.6 .CINETICA DE CRECIMIENTO DEL TEJIDO CALLOSO

Se sembré 1 g de peso fresco de tejido calloso en frascos
Gerber con 25 ml de medio de cultivo, preparados seglin el inciso
4.2 de materiales y métodos, incubandolos con iluminacién
continua de 2 800 lux y una temperatura de 29 + 2 °C. Tomando
muestras por triplicado cada 7 dfas y se determinaron los
siguientes pardmetros: peso fresco, peso seco y produccién de
capsaicinoides . Para el peso fresco, se coloctd el tejido
calloso en pequeras charolas de papel aluminio de peso <conocido,
que se pesaron en una balanza granataria de laboratorio,
obteniendo por diferencia de peso el valor_real. »

Miedtras que para el peso seco, el tejido calloso usado para
peso fresco, se coioct an una estufa de vacfo (Lab - iive - Dou -
Vac oven) a una temperatura de 70 °C, hasta alcanzar peso
constante y se pesaron en una balanza analftica (Bush -~ 5 200),

determinando el peso seco del! tejido por diferencia de pesos.
4.7, ESTABLECIMIENTO DE LOS CULTIVOS EN SUSPENSION

Para obtener los cultives en suspensién, se inocularon de 3
a 5 g de peso fresco de tejido calloso en wmatraces Erlenmeyer de
250'm]l de capacidad, con 50 ml de media MSMY9, manteniéndolos én
agitacién rotatoria de 80 rpm, con iluminacién continua de 2. 800
o

lux y temperatura de 25 + 2 "C. Realizando subcultivos en esta
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etapa cada 15 dfas.
4.8.CINETICA DE CRECIMIENTO DE LOS CULTIVOS EN. SUSPENSION

Se inocularon 1.0 a 2.0 g peso fresco. de c&lulas,
provenientes de un cultivo madre an suspensifn, en matraces
Erlenmeyer de 125 ml conteniendo 30 ml del medio MSM9. Para ello,
las células fueron lavadas prevlamenie con agua desionizada
esteril en un embudo Bushner <con papel filtro, a presidn

‘reducida.

Los cultivos se incubaron con agitacién rotatoria de 80 rpm,
bajo iluminacién continua de 2 800 lux y a temperatura de 25 ¢ 2
°c.

La toma de muestras se efectud cada siete dfas evaluando
los siguientes pardmetros: crecimiento celular en base a peso
seco R produccién de capsaicinoides y consumo de
nutrientes

Para el peso seco, se filtr6 el contenido de cada
matraz en un embudo Buchner con un papel filtro (Whatman No.1) de
peso conocido que se encontraba conectado 3 una lInea de vacfo.
Las células colectadas se lavaron con agua desionizada y se
colocaron en una estufa de vacfo a una temperatura de 70 °C hasta
alcanzar su peso'constanté. El peso de las cé&lulas se determinG

por diferencia de pesos.
4.9. EXTRACCION DE CAPSAICINOIDES

La extracci6n de capsaicinoides del " tejido calloso, se
realizé segin ls metodologfa desarrollada por Tapia en 1987, cuyo

diagrama de flujo se presenta en la figura 4.  Esta consisti6 en
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3 gramos de callo
© agar previamente
fundido
Extraer con 12.5 ml
MeOH (4x)

[

Agitar a 100 rpm durante

15 minutos (4x)

Centrifugar a 5 000 rpm
durante 5 minutos para
cada extraccién

Reunir los sobrenadantes

obtenidos (50 ml)

Concentrar hasta 10 ml

a4 una temperatura menor
a 50°C

[ cuantificacisn por ueLc |

Figura 4. M&todo de extraccidén de capsaicinoides, tanto

de callo como del agar (Tapia, 1987).



-42-

realizar extracciones con metanol tanto en el tejido calloso como
en el agar, debido a que los capsaicinoides son liberados por las
células al medio de cultivoe (Lindsey y col., f983a).

Por otra  parte, para los cultivpé en suspensién los
capsaicinoides se extrajeron del medio de cultivd filtrado, c¢on
tres voldmenes de 10 ml de cloroformo. Los extractos obtenidos
fueron llevados a segquedad en bafto Marfa c¢on una temperatura
menor a 60 °c, bajo presibn reducida. La muestra as{ obtenida fué

resuspendida en 1 ml de metanol para su posterior cuaﬁiificacién.
4.,10.CUANTIFICACION DE CAPSAICINOIDES

A los extractos metandlicos de los cultivos en medio
semisélido "y en suspensién, se les cuantificé su cbntenido de
capsaicinoides mediante Cromatograffa Lfquida de Alta Resclucibn
(HPLC), empleando para elle un cromatégrafo (Marca Tracor) con
una columna Supeicosil - C18 fase reversa, fase mévil metanol-
agua (60 - 40 v/v) con 0.05 M de Ag NO a un pH = 2.5, un flujo
de 1.0 mi/min, con un detector de luz ultravioleta a 280 nm e
inyectando un volimen de 10 ul de muestra, usando un estandar

externo de capsaicina {(Sigma) (Tapia, 1987).

4.11.EVALUACION DEL CONSUMO DE NUTRIENTES

Para estimar el consumo de 10s macronutrientes principales
en los cultivos en suspensidén, se emplearon los siguientes
métodos:

Carbohidratos: por el método de fenol-sulflrico dgscrito por

Dubois y col. {1986}, se hizo una dilucién 1/100 del medio de



cultivo 1libre de células, tomando | ml de 1la djlucién y
adicionando 1 m] de fenol 5 £ ¥y 5 ml de H,S0, concentrado. Como
1a reacci6n fué exotérmica, 1os tubos se dejaron reposar durante
15 minutos. Las mue;tras se leyeron en un espectrofotémetro
(Perkin-Elmer 35) a una longitud de onda de 430 am.

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

de 0 a ! 000 pg/ml.

Fosfatos : Ve acuerdo al método de Beremblum y Chain
descrito por Lidberg y Ernster en 1957. A 1 ml de medio de
cultive libre de «células se le adicionan 2 ml de agua
desionizada, 0.5 ml de H,50, § ﬁ. 5 ml de wuna solucién de
isobutanol-benceno 1:1 y 0.5 ml de molibdato de amonio al 10 %.
Bajo estas condiciones el dcido fosfomollbdico que se formé en la
solucion dcida se extrajo con la mezcla de isobutanol-benceno. Se
agit6 1a mezcla durante 15 segundos y se tomb und muestra de !
mi, el «cyal fué Jlevado a un volumen de 5 m] con wuna solucidn
etan6lica acidulada con H, S0, al 3.2 % (v/v). Para desarrollar el
color se adicionaron 0.5 ml de una solucién de Cloruro de estaio
monchidratado (SnCi, - H,0) al 10 % (p/v) en HC! al 10 %. Las
lecturas de las muestras se hicieron en un easpectrofotémetro
{Perkin - Elmer 35) a una longitud de onda de 724 nm.

La curva patrén se hiz6é a partir de una soluci6bn madre de
KH, POy (219.5 mg) secado 3 110 C y aforade a 0.5 | (con. ! ml=

100. pg POJJ). en un intervalo de 0 a 40 ug,

Amonio y Nitratos: E! mitrégeno en forma de amonio y nitrato

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

Se colocé una alfcuota de 2 ml.de medio de cultivo libre de

- células en un matraz balén de 100 mi, adicionando 8 ml de agua
desionizada y 200 hg de MgQ para ser sometidos a una destilacidn
por arrastre de vapor. £l destilado se recogié en un matraz
Erlenmeyer de 50 m! conteniendo 5 mli de una soluci6bn indicadora
de §cido b6Grico hasta alcanzar un volumen final de 30 ml ; c&ste
destilado se valoré con una solyci6n de H,S0y 0.005 N (1 ml H, SO,
= 70 yug de N), hasta observar el vire de color (verde-rosa),
determinando en é&ste momento la cantidad de amonio del medio de
cultivo.

7 Al residuo del matraz de destilacién se le adicionaron 200
mg de la aleacitn de Devarda y se repitié el proceso de
valoraci6n descrito anteriormente, determinando en esta segunda,

la cantidad de nitratos existentes en el medio.

4.12. EFECTO DE LA FUENTE DE CARBONO

Se probé la suplementaci6n de diferentes fuentes de carbono:
glutosa, fructosa y sacarosa @ una concentraci6on del 3% en el
medio MSMI. 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 agitacién rotatoria
de ‘80 rpm, iluminacidon continua de 2 800 lux y una temperatura de
25 + 2 °C.

Los cultivos fueron evaluados 25 dfas después de su
inocuylacién, <cuando alcanzaron su fase estacionaria de su ciclo

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

4.13. VARIACION DE LA CONCENTRACION DE
CARBONGO Y DE NITROGENOD

Tomando de base la concentracién de macronutrientes gue
contiene el medio MS, mostrada en el cuadro 3 , se realizaron
los estudios de los efectos de su variacién sobre el crecimiento
celular y la producci6n de capsaicinoides.

Para este experimento se realizé wun diseho experimental
factorial de cuatro por cuatro niveles con tres repeticiones. Las
variaciones en la concentracidn Iniciai de carbonpo y de nitrégeno
fueron : 0 %, 50 %, 100 %y 150 % de la concentracién del medio
MSM9. Ademis de los tratamienos dnteriores seé analizé el efecto
de la relacfién Carbono/Nitr6geno sobre Ja produccién de
capsaicinoides.

Para ello se inocularon matraces Erlenmeyer de 125 ml que
contenfan 30 m! de medio de cultivo , con inSculos de 1.3 a3 1.8 g
de células_(peso fresco) lavadas previamente ¢on agua destilada
estéril. Los cultivos fueron incubados con agitaci6n rotatoria de
80 rpm, con iluminacidn continua de 2 BOO lux a wna temperatura
de 25 + 2 °C.

Los cultivos fueron evaluados 2 los 25 dfas después de su
inoculaci6n, cuando ‘alcanzaron su fase estacionaria de su <ciclo
de crecimiento, y se determiné el crecimiento celular en base a

peso seco y producci6n de capsaicinoides.



Cuadro 3. Macronutrientes principales del medio Murashige &
Skoog (1962), y sus relaciones mis importantes.

CONSTITUYENTE  MOLARIDAD® MOLES RELACIONES DE

MACRONUTRIENTES
oL /MoL,
NH,NO 2.06 X 1072 Noj = 39.41
] IR Niy / No3 = 0.52
KNO 1,38 X 1072 W} = 20.62
N o= 0.06
Sacarosa 8.80 X 1075 ¢ = 1.05 C /N =17.50
11,0, 1.25 X 107 p*5 = 0.0074

a) Concentraciones en el medio MS y MSM3.

-9p-
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4.14. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE FOSFORO

Usando el medio MSM9 con 1.05 moles de carbono,
correspondientes a un 100 % del medio original ., se probaron las

siguientes concentraciones de nitrégeno: 6,3 y 0 mmoles que

corresponden respectivamente al 100 %, 50 % y 0 % del medio
original, contra las siguientes concentraciones de f6sforo
1.1, 7.4, 3.7 y 0 mmoles, que correspanden respectivamente al
150 %, 100 %, 50 % yVO % del medio original.

Ademdis de los tratamientos anteriores se realizé otro
estudio con el medio MSMO pero sin la fuente de carbono y con un
30 mmoles de nitrégenc (50 % del medio original) , provando las
siguientes concentraciones de fé6sforo: 11.1, 7.4, 3.7 vy 0 mmoles
de P, que corresponden respectivamente al 150 %, 100 %, 50 2y O

o

% de!l medio original.

Para ello se inocularon matraces Erlenmeyer de 125 ml gue
contenfan 30 wml de medio de cultivo, con inbculos de 1.3 a 1.8 g
de células (peso fresco) lavadas previamente con agua desionizada
esteril.

Los cultivos fueron incubados con agitacidn rotatoria de 80
rpm, con itluminacidén continua de 2 800 lux a temperatura de 25 +
2 °C. Haciendo las evaluaciones después de 25 dfas de su
incculaclbn, determinando su crecimiento celular en base al peso

seco y la produccién de capsaicinoides,

4.15.EFECTO DEL pH

Debido a que las cé&lulas vegetales no soportan pH extremos,
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sélo se probaron los pH “s iniciales del medio de cultivo MSM9 de
4.7, 5.7 y 6.7 ajustado con HCL 1 My NaOH 1t M, en un
potancifmetro (Fisher Accumet Modelo 525 digital}).

Para &sto se inocularon matraces Erlenmeyer de 125 ml que
contenfan 30 ml de medio de cultivo, con infculos de 1.3 a 1.8 g
(peso fresca) de células previamente lavadas con agua desionizada
estéril.

Los cultivos fueron incubados en agitacibn rotatoria de 80
rom, con iluminaci6n continua de 2 BOO lux a temperatura de 25 +
2 °C. La evaluaci6bn se hizo a los 25 dias después de su
inoculacién, determinande su crecimiento celular y la produccidn

de capsaicinoides.
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V.RESULTADOS Y DISCUSION
5.1.0BTENCION DE MATERIAL VEGETATIVO

La elecci6n de Capsicum annuum var. glabriusculum/aviculare

{piqufn Chigol), se hizé @an base a que los frutos de é&sta
variedad son de los més picosos. Adn cuando en éste trabajo no
se determind el contenido de capsaicinoides en los frutos de
chigol, debido a problemas de insuficiencia de material biolfgico
, existen'pruebas cuantitativas que han damostrado que los frutos

mexicanes pertenecientes a la variedad glabriusculum/aviculare,

son los de mayor contenido de capsaicinoides, como lo demuestra
2l trabajo de Morales {1981), quien analiz6 2! contenido de
capsaicinoides en 20 variedades cultivadas en México, mediante un
mérodo colorimétrico y observé que los piquines fueron los que
presentaron el mayor contenido de capsaicinoides.

Por otro lado, Tapia en 1987, utilizando la técnica de
Cromatografi{a Lfquida de Alta resoluci6bn y frutos de diferenetes
varledadés, comprobd gue con la excepcibn del chile habanero (C.
chinense), tos piquines presentaban el maeyor contenido de
capsaiélnoides (11.0 a 16.7 mg de capsaicinoides/g de fruto}.

Para. su germinacién las semillas fueron sembradas en el
medio semis6lidp MS , sin embargo &stas no germinaron despuéds de
un mes de {ncubacién. Por e2llo se anafizé por observacién visual
el lote de sewmillas, encontrando un 30% de semillas vanas,
caracterizadas por una coloracién muy tenue © mnmuy café con
respecto al resto de las semillas. Por ello fueron eliminadas,

eéste hecho también fue observads por Gizard (1981), al determinar
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las causas probables de anomalfa en 1a germinacidn de semillas de

chile serranc {C. annuum var. -annuum).

Unra posible raz6n por ia que las semiilas de chigol no
germinaran, es porque de los frutos gue se abtuvieron,

mayaorfa verdes y como se ha visto en otros estudios
1971; Cochran,1943 ),

fueron en
su

(Bedoya,
existe un estade Optimo de madurez de los

frutos de chiles (coloracidén roja),

de donde se obtienen las

semiilas con los mds altas porcentajes de

germinacidn,
pretratamiento de remojs en agug durante
las semillas de chigol

Con el 24 horas,

lograron germinar en un 20 % en el

transcurso de un mes. £ caracterfstico de las semiilas de

los
¢chiles piguines su bajo porcentaje de germinacién ,sin embavgo

como se comprobd en este trabajo y en el de Veldzquez

en 1888,
6ste se puede incrementar al 20 % o al 100 % con el remojg de las

semillas en agua ¢ en sotucidn 4cida, tratamientos basados en lo

las semillas de los frutos silvestres de
en la naturaleza,

que les sucede a chile
que se ven sometidas @
importantes para sy germinacibn, como es

cubiertas gpretectoras,

diferentes factores

la escarificacidn de sus

diferentes regimenes de sequfa-humedad-
sequfa y tratamlientos dcido-enzimdtico al ser

ingeridas por
padjares (Pickersgill, 1969).

5.2.1NDUCCION DE TEJIDO CALLOSO.

Con la finalidad da obtemer tejido calloso con una velocidad

de crecimiento alta y buena friabilidad, que sirviera como -fuente

de inbculp para la cinética de crecimiento celular en e¢f medio

semisblido y para la obtencidn de los cultivos en suspension, se
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probd la induccibn de tejido calloso a partir de fragmentos de
'hipocotilo, tomados de pldntulas germinadas in wvitro. Estos
fueran sembrados en el medio MS con la auxina 2,4 -D y en el
medio SH con los reguladores de crecimiento 2,4 ~D. PCPA ¥y
cinetina.

Para los dos medios probades, se obtuvo la formacién de
tejido calloso eﬁ el transcurso de los primeros 15 dlas, que
conforme evolucioné su desarrcllo, presentaron caracteristicas
particulares de crecimiento, friabilidad y pigmentacién.

Como se observa en el cuadro 4 , la respuesta de crecimiento
y friabil}idad de tejido calloso en el medio MS, aumenté de manera
directs conforme se increments la concentracién de 2,4-D de 3.6
oM hasta 9 uM, pero un aumento posterior (13.5 uM) tuvo un efecto
inhibitorio tanto en el crecimiento como en su friabilidad. Esta
respuesta de los hipocotiles de €. annuum a la formacidn de
tejido calloso en el medio MS suplementado con la auxina 2,4-D
concuerda con las observacfones hechas por Phillips Yy
Hubstenberger (1985), quienes realizaron estudios de
organogénesis con la misma especie.

Por otra parte el crecimiento de tejido calloso del chite
chigol! en el medio SH, fue tan grande como e} observado en el
medio MS con 9.0 uk de 2,4 -D, sin embergo la poca friabilidad
de los callios obtenidos en el medio SH origind que se éligiera
para posteriores experimentos el uso del medio MS con 9.0 uM de
2,4 -D (MSM9), medio en el cual se obtuvo un buen crecimiento y

alta disgregabilidad, condiciones deseables para la obtencidn de

cultivos en suspensidn,



Cuadro 4. Crecimiento de tejido calloso de chile chigol (C. annuum var. glabriusculum'/

aviculare) en dos medios de cultivo$

CONC. CRECIMIENTOY FRII\BILIDADb

MEDIO REGULADOR DE COLORACION
CRECIMIENTO uM/1
MS 2,4-D 3.6 + * Café
MS 2,4-D 6.7 ++ L Beige
MS 2,4-b 9.0 e Ak Zonas café
y verde
MS 2,4-D 13.5 ‘4t L] Café
SH 2,4-D 2.2
pCPA 10.7 +et * Beige
cinetina 0.5
a) + nulo b) * Muy compacto c) Incubados a 30°C
++ poco *x Compacto iluminacién con-
AAd regular b Muy friable tinua 2 800 lux.
++++ bueno
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5.3.CINETICA DE CRECIMIENTO Y PRODUCCION
DE CAPSAICINOCIDES EN MEDIO SEMISOLIDO

Con el objeto de probar si existe un efecto represivo de la
auxina 2,4 -D comparéndola con los reguladores de crecimiento
AlA 'y cinetina, en la produccitn de capsaicinoides del tejido
calloso de chigol. Se procedio a efectuar la cinética de
crecimiento celular y produccidn de capsaicinoides en el medio
MS49 y en el medio MSC! ,usando para ello como in6culo peguefios
fragmentos de 1 g de tejido calloso
El perfil de la curva de crecimiento y produccibn de
capsaicinoides de los callos de chile chigol en los medios MSMY y
MSC1 son presentados en las figuras 5 y 6 . Como se observa
la curva de crecimiento en base a peso fresco y peso seco,
presentd el comportamiento tfpico de los sistemas biolégicos ,
una curva sigmoidal en la cual se observan sus 5 fases de
crecimiento :lag , exponencial, logarfitmica , desaceleracién y el
inicio de 1la estacionaria, teniendo una duracifn de 40 dfas y

- obteniéndose wuna piomasa final de 6.0 g peso fresco (0.3 g peso
seco) y 5.2 g peso fresco (0.2 g peso seco) para los medios MNSM9
y ®SCI respectivamente;

Comparande los paré&metros cinéticos obtenidos rpara el
crecimiento del tejida <calloso de cnigol en los dos medio,
tenemos para el medio MSMY un tiempo de duplicacion (td) de $1.72
dfas, en tanto que para el medio MSCI su td fue de 14,16 dfas, lo
que nos indica que la velocidad de creclmientg del tejido
calloso de <chigol, fué mayor en el medio #SK9, ademds la

friabitlidad de estos callos fue mayor a la de los callos crecidos
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en el medio MSCI.

€l velor de los pardmetros cinéticos obtenidos para el chile
chigol, es muy similar al obtenido por Veldizquez en 1988, para el
tejido calloso de otro piquin, conocido come chile chilpay, que
reporta un valor de td = 13.81 dias con buena friabiljdad, usando
en su estudio también el medio M5. Esto sugiere un comportamiento
similar en e] crecimiento de tejido calloso de los chiles

pertenecientes a Capsicum annuum var. glabriusculum.

Por otra parte la producci6n de capsaicinoides { Fig. 5 y 6
}, fué de un mayor rendimiento de producci6bn cuando el cultivo se
encontrd en su fase lag » 1.5 mg capsaicinoides/g pesb seco tanto
para el medio MSM9 como MSCI, seguido por una disminuci6n en su
fase exponencial y un nuevo aumento al entrar el cultivo en su
vfase lineal : 0.8 mg capsaicinoides/ g callo para MSMI y 1.5 mg
capsaicinoides/g callo para MSCI.

En sintesis, el comportamiento cinético de crecimiento y de
produccidn de capsaicinoides en los medios MSMI y MSCl fueron muy
similares, pero no concuerda con lo propuesto por diversos
autores, como Mdrris y col., (1985) y Stafford y col., (1386),
quienes asumen que los bajos rendimientos de algunos metabolitos
secundarfos se debe al wuso de la auxina 2,4 -D en el medio de
cuttivo, 1la cual tiene un efecto represivo en la actividad de
algunas enzimas relacionadas con el metabolismo secundario de las
célutas, tal es el caso de la produccién de antocianinas por
cyltivos de células en suspensib6bn de zanahoria, en los que al
eliminar el 2,4-D del medio de cultivo, provocd una mayor

produccién de antocianinas acompafiada de una mayor actividad de
las enzimas ; fentlalanina amonioliasa, 4-cumarato-LoA ligasa y
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cumarato d-hidroxilasa (0zeki y Komamine, 1985).

Comparando la produccién de capsaicinoides del tejido
calloso del chile «chigol (fig.5 y 6), <con la reportada por
Veldzquez ({198B8) para otro chile piquin (chilpay), tenemos que
ambos piquines alcanzaron valores de 1.0 a 1.7 mg de caps/ g de
callo durante su fase lineal de crecimiento y ademds los callos
de chigol mostraron un aumento de capsaicineoides durante la fase
1a§, que no se presento en el chile chilpay.

El incremento de la produccion de capsaicinoides en los
callos de «cihigol en la fase lag de la curva de crecimiento,
pudiera estar relacionado con el aumento en la actividad de las
enzimas de la ruta biosintetica de los capsaicinoides, tal como
la " fenilalanina amonioliasa, la cual es considerada como la
enzima clave en el metabolismo de fenil propancides y é&sta
encargada de la conversi6n de fenil alanina en §c. cindmico (fig.
1 ). Para otras especies en cultivos celulares in vitro ,dicha
enzima ha mostrado tener un incremento en su actividad durante la
resiembra de los cultivos, efecto que se ha !lamado de dilucion
{Hugh, 1984; Thorpe y col., 1971).

Por 1o anterior, en estudics posteriores deberd considerarse
la’ actividad de las enzimes de la ruta biosintética de los
cepsgicinoides, con el objeto de establecer a largn plazo los
mecanismos para su regulacion metabblica.

Aralizando la produccién de capsaicinoides del tejido
catloso de «chile chigol que fué de 1.5 y 1.7 mg de caps/ g de
peso seco de callo, con el contenido d@ ¢apsaicinoides de otros

frutos de ¢hile pigquin (C. annuum var. glabriusculum), que
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alcanzan valores de 7.0 a 16.0 mg caps/ g de peso sece (Tapia,
1987), se obtiene que el tejido calloso del chile chigol estd
reduciendo su produccién respecto al fruto hasta aprbximadamente
un 10 %, .

Sin embaréo. la produccidn de capsaicinoides del tejido
calloso de chigol es ligeramente menor o0 en algunos <casas
superior al que se obtiene de frutos de otros c¢hiles como

Capsicum pubescens (1.9 mg caps/ g peso seco de fruto), C. annuum

var. annuum, jalapeno (0.61 mg caps/g peso seco de fruto),
sérrano (0.86 mg caps/ g peso seco de fruto} y de agua (1.83 nmg
caps/ g peso seco de fruto) reportados por Tapfa en 1987,

Tomando en cuenta que el objetive oprincipal de los
experimentos anteriores, realizados en el medio semis6lido, fué
el establecer las condiciones de reguladores de crecimiento gue
permitieran la obtencién de tejido calloso con una velocidad alta
de crecimiento y buena friabilidad del tejido, asf mismo debido a
que comprobamos el poco efecto de la auxina 2,4-D en una
concentracibn de 9 uM sobre la produccibdn de capsaicinoides (fig.
5 vy 6 )., entonces s2 eligid el medio MSM3, para mantener el
tejido calloso y obtener cultivos en shspensiOn con mayor rap{dez

y disgregabilidad.
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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 produccidn de metabolitos
Secundarios a partir de células vegetalos, es requisito
indispensable conocer el comportamiento cin&tico del crecimiento
celular y de la produccidn del metabolito secundario deseado, ya
que en la naturaleza durante el curso del crecimiento de los
organismas , su mdxima produccibn generalmente se d& cuando el
cultivo ha alcanzado cierto grado de desarrollo y madurez. En el
caso de la sintesis de capsaicinoides, ¢&sta ocurre en la plante
durante un perfodo de tiempo muy corto (Iwai y col., 1979), y la
expresi6n de la ruta bjosintética solamente se dd en los frutos,
presentando en C. frutescens un perfil de produccidn ligeramente
asociado al crecimiento, no obstante, éste varfa entre especie y
entre variedad.

In vitro el comportamiento de produccidén de metabolitos
secundsrios varla muchas veces , dependiendo de las condiciones
del cultivo, reqguladores de crecimiento, especie vegetal y sobre
todo segin ls lfnea celular que se trabaja, como lo muestran los
travajos de Ce- Ekmankul y Ellis (198s5b), Statford y col..
(19863 y Zenk y col.. (1977).

Tomando en cuenta lo anterior, y con el objeto de estudiar
el comportamiento del crecimiento celular y la producci6n de
capsaicinoides en los cultivos en suspensi@n del chile chigol, se

jnoguleron matraces Erlenmeyer, y se evalu6d cada 3 dtfas (por
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triplicagoj el crecimiento <celular en base al peso Sseco Yy
"produccidn de capsaicinoides . Los resultados obtenidos son
presentadaos en la figura 7A , en la que se observa un patrén de
crecimiento sigmoidal, con fase lag hasta los 9 dias, exponencial
de 9 a 12 difas, lineal de 13 a 25 dfas y finalmente el inicio de
su fase estacionaria a los 26 dfas.
El valor del tiempo de duplicaci6én (td) fué de 4.81 dias

este valor resulté ser mayor al reportado para células en

suspensidn de Capsicum frutascens (td = 2.71 dfas) por Mavituna y

Park (1985),. aunque eylos utilizaron glucosa como fuente de
carbono y por lo tanto su asimilacibébn y wutilizacién por las
células fué mé&s 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 {nmovilizadas en espumas de

poliuretano .
5.4.2. PRODUCCION DE CAPSAICINCIDES

Como se observa en la figura 7A, al relacionar la cinética
de crecimiento celular y produccin de capsaicinoides en
rendlmienté volumdtrico, se observd qhe en la fase tag el nive
de produccidn de capsaicinojdes tuvo una disminucién, se volvié a
lncrementar; a los 10 dfas hasta 100 ug qe Caps/l (fase
exponencial) y' permanecid constante durante su fase lineal de
crecimiento, y alcanzé su mayor produccién en la fase
‘estacionaria (a2 las 26 dfas) con un valor de 175 ug Caps/ 1. El
comportamiento anterior nos llev6 a establecer que la produccitn

de capseicinoides fue combinada (asociada y no asociada) con
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respecto al crecimiento celular.

Durante la fase lag de creciniento, la baja de

capsaicinoides, puede explicarse eon base a un recambio y/o

degradacibn de capsaicinoides por las células, probablemente una

vez que han solucionade sus necesidades que tes frenaron la

formacidn de capsaicinoides, reiniclian su biosintesis en le fase

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

capsaicinoides en la fase 1lineal y por Gltimo volver a

incrementar su producci6bn de capsaicinoides al estar el cultivo
‘en su fase de desaceleracibn e inicio de la estacionaria. Este

comportamiento al parecer cfclico, fué también observado por
Lindsey y Yeoman {1984b), en la produccibn de capsaicinoides con

células inmovilizadas de C. frutescens.

De los capsaicinoides producidos (fig. 7A ), se encontrd a

la capsaicina como Gnico capsaicinoide cuantificabple, y solamente

trazas d& la dinidrocapsaicing.

A diferencia de lo observado en el cultivo de tejido calloso

(fig. 5 y 6 )} donde se obtuvo comec principal capsaicinoide a
ia hordihiurocapsaicina. en {0s cultivos en en suspensidn se¢ tuvo
una wayor concentracién de capsaicina (dato no mostrado), hecho
de gran importancia, ya que como se observa en el cuadro 1, e}
grado [ picor de la capsaicina es meyor al de {a
nordihidrocapsaicina

Expresaca 12 produccidn de capsaicinoides obtenidos en el
presaenta trapajo como nug Caps/l, s obtuvo un valor mdxiwmo de 175
¥y de capsaicinoides/l, que fué 8.7 veces mayor al observado para

cblulas en suspensibn de Capsicum frutescens por Lindsey (1983a).

Por otrd parte, expresada la producciron comc un rendimiento por
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gramo de cdélulas wg Caps/ g P.S./1, se obtuvo el valor maximo de
58 pg de caps/g P.S./ ) a los 10 dfas (Fig. 7), siendo superior
en 11 veces al reportado por Lindsey (1986) para células en

suspensi6n de C. frutescens. Los resultados anteriores nos llevan

a suponer una mayor actividad biosintética de las células en
suspensi6én de chiles pertenecientes a la. especie (. annuum
var.glabriusculumn/aviculare, hacia la produccidn de

capsaicinoides, que la especie anteriormente citada.

5.4.3.CONSUMO DE FOSFORO

El consumo de nutrientes como puede verse en la figura 78 ,
para el caso del fdsforo se observd un incremento def contenido
inicial en la fase lag por encima del 100 %, con una velocidad
aita de consumo durante el inicio de su fase exponencial,
desapareciendo en la fase lineal y volviendo a aparecer cuando el
cultivo alcanzé la fase de desaceleraci6n .

En los estudios de Calva (1988) y veldzquez (1988) ,se ha
otservado el aumento de concentracién del fésforo durante la fase
lag de crecimiento de las cé&lulas del género Capsicum, tal y coma
se presentd en el presente trabajo. Sin embargo, se desconoce Si
pueda tratarse de una liberacidn de fosfatos por lisis celular
,ya gque no se chec6 la viabilidad celular.

’ Como se ha visto en otros sistemas el fosforo es el primer
nutriente consumido por 1as c&lulas (De- Ekmankul y Ellis, 1934;
Knobloch y Berlin, 1983; Thom y col., 1981), lo cual ocurre
debido a los altos requerimientos de este nutriente , necesarios

para la sintesis de constituyentes celulares coro nucledtidos,
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moléculas importantes para la reproduccifn celular, hecho que fue

comprobado en células en suspensifn de Catharantnus roseus {(Ukaji

y Ashiihara, 1986) y de Daturas innoxia (Wylegaila y col., 1945).
En diferentes cultivos de .cé&lulas végetales se ha

comprobado, que la célula asimila rdpidamente el fésforo, como se

otservd en las células «de chigol. Por ejemplo, cé&lulas

inmovilizadas de Capsicum frutesceus cultivadas en un reactor de

lechc estacionario, se vieron limitadas por fosfato después de un
perfodo corto de tiempo (Lindsey y Yeoman, 1983b), asi mismo en

cultivos de Catharanthus roseus se determinf su consumo total en

un itntervalo de 0 a 700 pM ( Majerus y Pareilleux, 13u6) .
‘Este - f@sforo es canalizado para diferentes rutas metab8licas,

como sucedié en las células de Thalictrum rugosum, en las cuales

s¢ encontré el f6sforo radioactivo adicionado en el inicio del
cultive en diferentes compuestos como az(Gcares fosfatados,
ortofosfato citoplasmitico libre, fosfato inorgdnico en vacuolas
y en compuestos de alta energfa como ATP y GTP (Berlin y col.,

1388) .

Relacionanco el comportamiente de produccién de

capsaicinoides cecn la dasimitaci6bn de fésforo , observamos {fig.7)
que para el dfa 5 las cé&lulas liberaron f6sforo intracelular y
hube un pesible recambio y/o degradacibn de capsaicinoides que
hizo disminuir su acumulaci6bn a 0, da los dfas 10 al 14 se di8
upd rdpicga asinilacitn as f&sforo extracelular hesta secr agotado
del medio de cultive, mientras que la produccifn de
capsaicinoides en el d¢fa 10 tuvoe un incremento de 2.5 a 103 pg de

caps/ 1, para posterigrmente presantar una disainucidn hasta 6U
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ug de caps/l en el dfa 13, Entre los dfas.14 y 20 cuando no hubo
f6sforo en el medio de cultive, tampoco hubo acumulacidn de
capsaicinoides en el medio y finalmente entre los dfas 20 y 20,

cuando las c¢éluias liberaron fésforo al medio de cultivo se

presentd la mayor acumulacibon de capsaicinoides (1758 ug de
Caps/1}.

Diversos autoras (Mantell y smith, 1943a ;, Vining, 1986},
reportan que para otros metabolitos secundarios, se ha visto que
una asimilacibén completa del fé&sforo del medio de cultivo, activé
su metabolismo secundario e incrementd su produccibn, sin
embargo, como pudo wverse en los cultivos de chigol el
comportamiento de asimilacién de éste nuiriente y la acumulacidn
de capsalcinoides es5 un proceso de meyor complejidad.

Por otra parte, ja rapida asimilacibn de fosfatos
observada en e! presente trabajo, no es un hecho dque pueda
generalizarse para todos 1os cultivos vegetales, excepciones a
tal comportaniento puvede ser el caso reportado por Wijnsma y col.

(1986) quienes obsarvaron en cultivos de Cinchona ledgeriana un

consumo gradual y lento de fésforo , que no afectd la

produccién de antragquincnas.

5.4.4. CONSUMQ DE NITROGENO

Como se observa en la figura 785, la tase de consumo de
nitrdyeno, tanto eun sy forma de amonio como en su  forma de
nitrate, grz2sentd una disminucidn gradual hasta llegar a un 50 %
ae! contenido inicial del medio, en la fase estacjonaria de la
cindtica de crecimiente de las cS8lulas de chile chigol.

Calva (1988) ¥ Veldzquez en el mismo ano , trabajando con
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células en suspensibn de .Capslcum annuum  var. glabriusculum
crecidas también en el medio MS, observaron un consumo de
nitrégeno de 30 mM, valor igual al obtenido con las células de
chigol. Esto confirma que la cantidad de nitrSgeno de dicho medio
se encuantra en exceso para el crecimiento de las células de é&sta
variedad.

ta asimilaci8n de nitrato y de amonio observada en la figura
78, pudo estar Intimamente relacionado con la regulacién del phH
por la <cé&tula vegetal, pues es conocido que si ! medio de
cultive en que se érecen las células es bédsico, asimilan NH:

eliminando H*

al intercambiarlo, por lo que baja el pH al
formarse &cido nftrico (HNO, ) con el nitrato restante.
Inversamente , si el pH es &cido absorben nitrato (NO5 )
eliminando (OH)" al intercambiarlo, por lo que el pH se
incrementa al formarse hidréxido de aménio (NH, OH) (Bidwell,
- 1979).
E] comportamiento anterior hace §uponer que en ios cultivos
ge cnigel funciona tanto la via de asimilacién de nitrato a
través de la enzima nitrato reduétasa, para convertirlo en
nitrito y seguir las sucesivas reacciones de reducci6n hasta
lieger ¢ amonio @ incorporarse en o¢ - ceto d&cidos por una
reaccién de transaminacidén para le sfintesis de aminodcidos (como
-puede observarse en la figura 3}. Asf cono una vfa de asimilacién
ge amonio que .evita los pasos reduccionéles del nitrégeno e
incorpora. el amonio en los aminodcido a travéds de la enzima
glutamina sintasa (Dougall, 1977).

Par oOtra parte, en investigeciones futuras, no debe
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descartarse el estudio. de los efectos de otras fuentes de
nitr6geno camo los aminocdcidos, los cuales en otros sistemas
incrementaron de acuerdo a sus objetivos , ya sea el crecimiento
celular o la producci6n de algunos metabolitos secundarios, al
ser &stos en algunos casos precursores metab6licas del producto
‘deseado (Thom y col., 1981; VYamakawa y col., 1983; Yamamoto y
Yamada, 1986).

5.4.5.CONSUMO DE SACAROSA

Finalmente por lo que respecta a la asimilacibn de sacarosa
como fuente de carbono por las células de chigol (figura 78), se
observd que durante la fase lag su consumo fué péco
siygnificativo y con el inicio de la fase exponencial el contenido
de carbono del medio descendis de una manera lineal en un 89 % de
la sacarosa inicial al entrar el cultivo a la fase estacionaria.
‘un 11 % de la sacarosa inicial en la fase estacionaria (a2 los 26
dfas).

Lo anterior es debido a que durante la fase lag las cé&lulas
se encuentran sintetizando sus constituyentes celulares

'indispensables para la divisién celular (nuclebtidos) y tienen
una baja demanda de azlGcares, 5in embargo durante su fase de
crecimiento celular {fase exponencial y logarftmica), la demanda
de carbonidratos se incrementd debido a las necesidades de las
células para _la sfntesis de constituyentes celulares v
almacenamiento en moléculas de almidén. Tal como fué demostrado
an células de Datura innoxia {Wylegalla y «col., 198%) . La

importancia que tiene la fuente de carbono en los cultivos de

céblules veyetales  es vital, ya que al tratarse de cultivos
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haterotr6ficos es indispensable le presencia de carbohidratos que
puedan servir para la sfntesis de constituyentes celulares y coho
fuente de energlfa, ya que son pocos los cultivos que han logrado
expresar la capacidad autotréfica total de la célula vegetal
(vYamada y c¢ol., 1978), es decir atendar sus neca2sidades del
metabolismo primario y dirigirse hasta el matabolismo secundario,

sin necesidad de la fuente de carbono externa.
5.5.EFECTO DE DIFERENTES FUENTES DE CARBONO

Bajo condiciones in vitro han sido probadas una gran
variedad de fuentes de carbono , para el crecimiento de células
de diferentes especies . é€stas incluyen fuentes refinadas como
sacarosa, maltosa, fructosa, glucosa, galactosa, etc. y fuentes
no refinadas como almidén, melazas, agua de remocjo de mafz, etc.,
tentendo efectos muy variables sobre el g;ecimiento celular y la
producci6én de metabolitos secundarios (Fowler , 1982a; Fowler y
Stepan-Sarkissian, 1984).

Sin embargo, en €elulas del génro Capsicum, 1o0s efectos de
astas fuentes de carbono en el crecimiento y produccidén de
capsaicinoides no habfan sido reportados, por lo cual se
decidi® probar la suplementacidn en el medio MS del disacdrido
secarosa y de los monosacdrivos que 1o Tforman glucusae y

>fruc505u, todos al 3 % .

Los resultados obtenidoss son presentados en la figura 8 .
Comc se puede observar tanto la sacarpsa como la glucesa fueron
las fuentes que permitieron un mayor crecimiento (16 y 11 g peso

seco de biomasa respectivamente)}, an tanto que con la fructosa
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se. obtuve menos cdel 53 % (5 g peso secclde 19 que se obtuvo para
ta sacgrosa y le yglucssa.

Analizanuo le& proacucciébn de capsaicinoides, - se encontré la
mayor proGuccién con la sacargsa {7.57 pg Caps/g P.S./1), §éguid0
de la fructosa con la gue se obtuvo un 30 % menos (5.49 pg Caps/g
P.5./1) y Gnicamente se detectaron trazas de é&ste metabolito con
la gilucose.

Los resultados de la fiqura 8, sugieren que ias cé&lulas de
chigal cracidas en presencia de sacarosa, contienen ‘la enzimna
invertasa, responsable de nidroli:a? a la sacarosa en sus
mondmeros glucosa y fructosa que posteriormente son asimilados y
utilizados, coma sucede en diferentes cultivos, como el de

c&lulas de Streptlanthus tortuosus (Stanzel y col., 1938).

Las células de chigol cultivadas en sacarosa y en glucosa,
fueron las de mayor crecimiento, sin embargo con la glucosa la
produccidén de capsaicinoides fué minima, en este caso la glucosa
pudiera estar reprimgendo o finhibiendo la produccioén de
capsaicinoides en alglin paso de su ruta de biosfintesis. Mientras
que para la fructosae, su_asimilacién puede estar condicionada a
la enziﬁa fructocinasak que regula la entrada de éste azGcar a la
glucdlisis vy por ello el pajo crecimiento de las células,
desviando sus rutas metablblicas al meiabolismo secundario e
incrementando la produccibdn de capsaicinoides. La actividad de
dicha enzima ha 'sido propuesta por Ashihara y col, en 1988, a ser
el paso l%mltantc en la" glucolisis de las células cultivadas en

suspensibn de Catharantnué roseus.

Los . resultagos anteriores de produccién de capsaicinoides

con diferentes fuentes de carbono, confirman una vez més lo



establecido por Fowler y §tepan-sarkissian (1985), que la
sacarosa y le& glucosa son las fuentes de carbono con las que se
obtiene mayor producci6n de biomasa en Cultivos de Cé&lulas
IVegetales. sin embargo, existe una gran diferencia entre ellas en
sus efectos de produccldh de metabolitos secundarios. Y de igual
manera demuestran lo propuesto por Lindsey y Yeoman (1983c¢c), que
existe una relacién inversa entre el crecimiento celular y lea
produccidn de metabolitos secundarios. .

Cuando se hacen variaciones en la fuente de carbono o en la
concentraciones de carbohidratos en el medio, se puede afectar
ademds de las vias metabolicas primarias, a las vias alternas
secundarias de la c¢&lula vegetsal. Resultados que sc manifiestaron
en el patrén de produccién de metabolitos secundaries, por
ejemplo: Bauch y Leistner (1978) observaron diferentes patrones
de producci6n de antraquinonas, antraguinén-glicOsidaos y naftoles
por las «c¢&lulas de Galium mollugo y la misma alteracif6n en la
relacién de produccibn fué reportada para ajmalicina, antocianina

y compuestos fendlicos por células de Catharanthus roseus

(Knooloch y col., 1982).

€n el presente trabajo para las células de <c¢higol, no se
observé cambio alguno en el patrén de produccidn con respecto al
tipo de capsaicihoides (fig. 8 ), habiéndose cuantificado a 1la
capsaicina como Gnico capsaicinoide para las tres fuentes de
carbono probadas.

En base a estos resultados se decidi6é continuar trabajando
en los siguientes experimentos con la sacarosa cowc fuente de

carbono,
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5.6.VARIACION DE LA CORCENTRACION DE CARBONO Y DE NITROGENO

Existen ogiversos reportes en la literatura (Mantell y col.,
1963a; Smith y col., 1987: Suzuki y col., 1984h) en los cuales se
ha analizado el efecto de la variacién de la congentracién
inicial de carbone o nitrdgeno inicial, sin embargo. como hé sido
discutido por algunos autores como Rokem y Goldberg (1985) el
contenido inicial! de carbono y nitr6genc asf como su relacidn
{C/N) juegan un pepel sumamerite importante para mejorar 1la
produccién de metabolitos secundarios por cultivos de células
vegetales in vitro. '

En el crecimiento de c&iulas vegetales y su produccién de
maetabolitos secundarios, vresulta de gran importancia el an&lisis
de dos o mds factores en conjunto, como lo demuestran los
trabajos de Kubek y Shuler {1980) y Sahai y Shuler (1987), Ya que
de lo contrarieo, cuando se van optimizando independientemente las
concentraciones de cada nutriente, al hacer la conjunci6én final
se puede obtener una praduccidn del metabelito menor a la del
madio original, como lo observaron De -Ekmankul y Ellis (1985b),
en la produccidn del dcido rosmarinico.

R Por 1lo anterior, en el presente trabajo se realizo un

" experimento de diseno factorial N probando diferentes

concentraciones iniciales de carbono : 0, 0.5, 1.0 y 1.5 moles y

de'nitrogeno ¢ 0, 30, 68U y 90 mmoles , evaluando el crecimiento

celular y proauccién de capsaicinoides por las cé&lulas de chigol.

Para ello se mantuvo constante le relacibn de amonio:nitrato de
0.52 mol/mol en todos los tratamientos experimentales,

Los resuliados cbtanidos para la produccidn de biomasa son



presentados en la figurea $ . En general 1la superficie de
respueta presento un perfi) de campane de Gauss, donde se observa

gue cuando se elimind del medio de cultivo la fuente de <carbono

el crecimiento fud minimo, igual ocurri6 cuando se incrementé de

60 a 90 wmoles de N, sin embargo, cuando el nitrégeno fué

etiminado del medio se presenté un incremento propercional en lea

biomasa conforme se aumentd la concentracidn de carbono,

atcanzando un miximo relativo con 1.57 moles de € (indice de

crecimiento de 5.26).

Otro tratamiento de crecimientc mdximo se observo cuando se

mantuvo la concentracibn de carbono del medio original (1.05
moles) y se disminuyé la concentracidn de nitrdgeno de 60 a 30

mmoies ' {fndice de crecimiento de 5.86). Estos resultados

confirman gque la cantidad de nitrégenc adicionada en el medio MS

original, esta en exceso de los reguerimientos nutricionales de

las <célufas de chigol, hecho que tawbién hablfa sido observado

durante su cinética de crecimiento ( fig. 7 ), donde las

cfélulas  asimilaron sclamente el 50 % del nitrégeno
medio MS (60 mmcles).

inicial del
Ademds se observa. que por encima de 40 mM
hay un efecto represivo del nitrb6geno en el crecimiento cetular.
Calva (1988), trabajando con esta misma especie a nivel de
fermentador de dos llitros. ha comprobado 1o anterior y ha
establecido que las cé&lulas de chigol son capaces de crecer en el
medio M$S con 12 mmoles de nitrbgeno total.
Por 1o que respecta a la produccién de
{(figura 10), se observa en

capsaicinoides

la superficie de respuesta, que la

produccibn de capsdicinoides presentd Gos puntos mdsinios; uno
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Fig. 9 Efecto de la concentracidn inicial de Carbono y Nitrdgeno del medio MS

sobre e! crecimiento de célulos en suspensidn de C. annuum var. glabriusculum/
aviculare . .
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‘cuandc se eliminé &1 carbono del medio de cultivo y se redujo a
30 mmoles el nitrégeno, y el otro cuando el nitrbgeno se elimind
del medio y se mantuvo la congentracién original del medio MS en
1.05 meles de carbono.

Relacionando la grdfica de crecimiento bcelular con 1la
produccifn de capsaicinoides (figura 9 y 10 respectivamente), se
observa en algunos casas puede establecerse una posible relacién
inversa, ya que las concentracif6nes de carbono-nitrégenc en las
que se obtuvo mayor cracimiento , no se presentd la mayor
produccibn de capsaicinoides , comc en la concentraci6n de 30
mmoles de nitrfgeno y 1.05 moles de carbono, 1la cual tuvo un
fndice de crecimiento de 5.8 y una produccibn de solamente 82.5
yg Caps/g P.S5./1l, contrastando con la observada con 30 mmoles de
nitrégeno y eliminando el carbono, cuyos resultados fuerom: un
fndice de crecimiento de 0.36 y produccién de 1693.4 pg Caps/g
P.S./1.

Por otro lado, analizando todos los tratamientos con 90 mM
de nitr6geno, observamos que son los puntos en ios que se
obtuvieron los menores crecimientos celulares y producciones de
capsaicinoides, é&sto nos indica que hay un efecto inhibitorio an
las cé&iulas por la cantidad de nitrSgeno presente, que esta
afectando tanto el crecimiento de las céiulas , asf como la
produccién de capsaicinoides ; efecto similar al observado por
flescott y Henshaw ({1978), en la produccién de fenoles por
cultivos de Acer pseudoplatanus al incrementar al doble la
cantidad de nitré6geno del medio.

La producci6én .de capseicinoides también se incrementd,

cuandc. se 2limind el carbone y se@ redujo el nitrégeno a la mitad
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de la concentracién del medio MS original (30 mmoles), tal come
habfa sido propuesto previamente por Yeoman y col., en 1980, para

el cultivo de tejido calloso de Capsicum frutescens .

El patrén de produccidn de capsaicinoides obtenido en la
pruebe anterlior se presenta en la figura 11 . Ccmo se observa, se
encontraron como linicos ~prnductos a la capsaicina vy la
dihidrocapsaicina, existiendo un predominio de cantidad de la
dihidrocapsaicina sobre la capsaicina, «con la excepcidén de 1os
siguientés tratamientos : a) eliminando la fuente de nitrdgeno
con 1.0 y 1.5 moles de carbone, b) eliminande 1la fuente de
carbono con 30 mmoles de nitrégenc y c¢) 90 mmnaoles de nitrégeno
con 0.5 y 1.0 moles de carbono, en los que habfa m&s capsaicina o
casi en igual cantidad cantidad de capsaicina y de
dihidrocapsaicina.

Al hacer las variaciones de carbono y nitrbégeno del medio
original, se obtuvieron diferentes relaciones de
carbono/nitrégeno {C/H}), las cuales se graficaron contra la
méxima productividad especffica ﬁe capsaicinoides. Los resultados
se muestran en la figura 12 . Se observd que la tendencta
general , fué de una mayor produccidn de capsaicinoides conforme
disminuyé la relaci6n C/N a valcres mey cercanos a 0. Sin
embarge, comc se puede ver en la misma fiqura, para la relacién
c/H de 17.5 se obtuvieron tres valores distintos de produccibn de
capsaictinoides, . con diferentes concentraciones abselutas de
carbono y nitrégeno,

Los resultados antericres sugleren que ademds del posible

efecto de la relaci6n C/N es importante la cantidad abscluta- de
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cada nutriente en el medio de cultive, para Lepgr una wmayor

produccifn de capsaicinoides, compertamiento similar al observado

en la produccién de alcaloides por células de Cinchona ledgeriana
(Wijnsma y col., 1886).

Tomande en cuanta los resultados anteriores, para efectuar
las variaciones de la concentracion de f6sforo del medio MS y ver
su efecto sobre el crecimiento celular y la produccién de
capsaicinoides, se seleccionaren los siguientes tratamientos:

a} Las concentraciones de carbono y niirdgeno que presentaron
mayor producci6n de capsaicinoides:
a.l) con 1.5 moles de carbono y sin adicidn de nitr6gena.
a.2) sin adici6n de carbono y 30 mmoles de nitrégeno.

b) La concentracién de mdxime crecimiento, con 1.05 moles de
carbono y 30 mmcies de nitrégenc.

€) La concentracidn original del medio MS, con 1.05 moles de

carbono y 60 mmoles de nitrégeno.

5.7.EFECTO DE LA CONCENTRACION DE FOSFORO

En microorganl;mos’se ha establecido que muchos metabolitos
secundarios no son .sintetizados cuando la concentraci6n de
fosforo es 6ptima para el crecimiento (Vining ,  1986). Ast

_mismo en cultivos de c&lulas vegetales, 3se@ ha demostrado que en
dusencia de é&ste nutriente, existe una respuesta favorable de la
¢&lula, para la produccitn de metabelitos secundarics {Rokem ¥y
Goldberg, 1945),

Considerando lc anterior, en el presente trabajo se vari6 la

concentracidn ael fésforo inicial del nmedio de cultivo,
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manteniende concentracicnes de carbono y nitrbfgeno con las que
mejores resultados se obtuvieron para e} crecimiento celular y de
producci6n de capsaicingcides. Los resultados obtenidos para el
crecimiente celular son presentados en la figura 13 ,A-B.

‘Como se muestra en la figura 13A, el crecimiento fué bajo
cuzndo el nitr6genc se elimindé del medio de cultivo, para todas
las variaciones de fosforo que se probaron, lo mismo se observd
cuando el carbong fué eiliminado completamente del medio (figura
138).

Por otra parte , cuando la concentracidn de nitrégeno se
redujo a 30 mmoles, la mdxima biomasa se obtuvo con 7.4 mmoles de
fosforo, que =s la concentracién original del medioc de cultivo
(figura 13A), en tanto que con 60 mmoles de nitrdgene se obtuvo
el mdximo crecimiento con 3.7 mmoles de fésforo.

Contrastando los resultados de la figura ‘9 , con 1los
obtenidos en &ste experimento (figura 13A-B), se observa que
el méximo crecimiento de las células se present6 en ambos cases
con 1.5 moles de carbono y 30 mmoles de nitrégeno (mitad del
medio MS) y 7.4 mmoles de fosforo (concentracién original del
wedio MS), pero ademds del punto miximo anterior, se observé otro
que corresponde a una disminucién de un 50 % del f6sforo del
medio MS y manteniendo la concentraci6n de carbono y nitrégeno
del medio MS original. l »

Cuando se elimind el fésforo del medio, con los . cuatro
tratamientos de carbono y nitrGgeno probados (figuz - 13A-8), se
. observé un crecimiento minime, 1o cual indica que el fOSforp-gs

indispensable para el crecimiento de }as células de chigol.

Resultados similares a los que han sido reportudoé para células
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de Catharanthus roseus (Majerus y Pereilleux, 1986).

Los resultados de produccitn de capsaicinoides son
presentados en la figura 14A-B. En la figura 14A se presenta
la superficie de respuesta para la concentracién de carbono de
1.05 moles, en ella las m&ximas producciones de capsaicinoides se
obtienen cuando el nitrbgeno, como el fésforo se eliminaron del
medio. Manteniendo el medio de cultive sin fésforo se observé una
disminucién de la producci&n conforme el nitrégeno se aumentd,
mis sin embargo, no se observo un cambio tan notorio en la
biomasa obtenida de dichas tratamientos (fig 13A). Estos
resultados indican que "durante la primera resiembra de las
células de chile chigol, en el medio MS reducido a 30 mmoies de
nitrégeno sin carbono y sin fé6sforo, la produccibn de
capsaicinoides durante &sta prueba se increnmentd de 0.11 g
Caps/g P.S5./1 {medio M5 original, figura 14A-B), hasta 66.3 pg
Caps/g P.S./1, que representd un aumento de 602 veces.

En la tliteratura se reportan casos que proponen el uso de
dos medlbs de cultivo : uno para el crecimiento de las células y
otro para la producci6n de metabolitos secundarios (Mantell y
Smith, 1983a). Los resultados obtenidos en este trabajo, plantean
como posible alternativa para la produccién de Capsaicinoides el
uso de dos medios: el primero de crecimiento celular, en el cual
puede usarse el medio M3 con 1.05 moles de carbono, 30 mmoles de
nitrégeno y 7.4 mmoles de f6sforo, o el mismc medic pero con
1.05 moles de carbono, 60 mmoles de nitrégeno y 3.7 mmoles de
fosforo. Y otro para la produccitn de Capsaicinoides, donde se

utilizarfa el medio M5 con 30 amcles de nitrGgeno, pero sin
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Fig. 14.A

€tecto de lo variacidn de la concentracion inicial de fésforo
y de nitrdgeno del medio de cultivo MS, en la produccién de
Capsaicinoides  por células en suspensién de Capsicum
annyum var. glabriusculum / gviculare .
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carucﬁc ni f¢sfero, 2n la primera resiembrea.

Del total de capsaicinoides presentades en la figura 14A-B,
la éapsaicina fue la que predomind en un 95 % y solc se
detectaron en algunos tratamientos en minimas cantidades a la

nordihidrocapsaicina y a la homodihidrocapsaicina.
5.8.EFOCTO DEL pH

Lecs medios para cultivo de células vegetales son preparados
con un pH inicial de 5 a 6. El componente capaz de amortiguar los
cambios de pH en este rango es el fosfato. Durante el transcurso
del  crecimiento de las c&lulas en el medio, el pH del medio
campia ; asf este puede llegar a valores mencres a 4 o elevarse a
valores per encima de 7 ( Hahbrock y Kuhlen, 1972; Martin y Rose,
1976). Tales cambios pueden tener un efecto en el metabolismo de
las c&lulas. .

Cemo an la literatura consultada existe muy poca informacibn
sobre el efectoc del pH en la produccitn de metabolitos
secundarios, se decidié probar el efecto del pH (4.7, 5.7 y 6.7)
scbre. el crecimiento de las cé&lulas de chigel y en su producci6n
de capsaicinoides. )

Les resultados obtenidos son mostrados en 1a figura 15 .
donde se observé que a pH de 5.7 y 6.7 las células presentaron el
mayor crecimiente celular (15.5 g biomasa/l). en tanto, que a pH
de 4.7 se obtuvo un menor crecimiento celular (10.7 g biomasa/l).

Analizande la produccién de capsaicincides, se obtuvo. la
mayer produccibn (4.22 pg Caps/a/l) a un pH de 5.7, observandose
valores de produccifn menores a 1 ug Caps/g/l para pH™s de 4.7 y

6.7, Lo anterior ncs indica, la importancia del pH inicial del
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medio en la produccién de metabelitos secundaries. Para la
producci&n de capsaicinoides con las células de chigol, una

diferenciz de una unidad influy6 notablemente.
5.9. VARIABILIDAD DE LOS CULTIVOS

Uno de los problemas que se presentaron & lo largo de 1la
investigacién, fué la variabilidad de les cultivos tanto en su
crecimiento, como en la producci6bn de capsaicinoides. En el
cuadro 5, se presentan los valores de Indice de crecimiento y de
produccién de capsaicinoides naré cinco cuitivos, los valores
fueron tomados de los diéerentes experimentos en donde se utilizd
el medio MS original, realizados a lo large del trabajo. Como
se observa eqn dicho cuadro, el Indice de crecimiente en base al
pesoc seco, varid desde 5.8 hasta 24,7, en tanto la preduccibn de
capsaicinoides lo fué de 0.11 pq/ 9/ t.ab6.3ug/ g/ ).

La variabilidad observada en las células de chigol, es wun
problema en cemfn en el Cultivo de Celulas Vegetales. que se ha
presentado adn al trabajar con ltneas‘ celulares (variabilidad
semaclonal). Como en el caso de las lfneas celulares de Capsicum
frutescens, que mostraron en el transcurso de sus subcultivos
diferencias en  su morfologfa. crecimiento, contenido de
clorcefilas y en su produccitn de capsaicincides (Holden y <col.,

1986), as! como en las lfneas celulares de Thalictrum minus,

producteras de berberina (Bariaud - Fontanel y Tabata, 1988).
En les cultivos de chigol, se desconoce la causa de la
variacién, sin embargo , probablemente pudiera deberse comp lo

supone Merris en 1986b, para los cultivos en suspensién de
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PRODUCCION DE CAPS

INDICE DE

Cuadro

figura

CULTIVO
pg / g p.s. /1 CRECIMIENTO.
CULTIVO 12 20.52 24.7
cuLTIvo 2P 56.30 5.8
cuLTIvo 3¢ 7.67 6.2
cuLTivo 894 0.11 6.6
cULTIVO 5° 4.22 16.1
a. Tomado de-Ya figura 7
b. Tomade de la figura 10
. c. Tomado de la figura 8
d. Tomado de 1a figura 14
¢. Tomado de la 15

5, Variabilidad en cuanto a crecimiento cclular (indice

de crecimiento) y produccién de capsaicinocides, de

los cultivos de chigol (g. annuun var, giabriusculum/

aviculare) durante B meses de subcultivos.
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Catharanthus roseus, a factores ccme la

variabilfdad

somaclonal, la densidad de inbculo usadc en las resiembras, la

variacién . de los perfodos de subcultivc y a las variaciones

inevitables de la temperatura.
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VI.CONCLUSIONES

* Las semillas de chile "Chigol" tuviercn un porcentaje bajo
de germinacién (20 %), debido a factores inherentes a la cesecha
de los frutos y fué necesario para su germinacidn remcjarlas en
agua durante 24 horas.

* El medio de cultivo mds adecuado para la induccién,
crecimiento y friabilidad de tejide calloso, a partir de
explantes de hipocotilos de <c¢hile *"Chigol", fue el MS

suplementado con 9.0 uM de 2,4-D.

* Las células de chigol cultivadas en medio MSHM9 en cultive
semisfélido, tuvieron wun tiempo de duplicacién de 11.72 dfas,
presentande wuna produccidn mixima de caps de 1.5 a 1.7 mg de /g
P.S . En tanto que en el mismo medio, perc en cultivo en
suspensién su tiempo de duplicacién fué de 4.8t dfas, con su
produccién maxima de caps de 58 ug/g de p.s. /1. Sin embargo,
a lo largo de las cinéticas, dicha produccién no fué un proceso
continuo, ésta se presenté interrumpidamente con incremento y
disminucién en los caps que no estuvieron relacicnada de wuna

manera clara con el crecimiento celular.

* El orden descendgiente de velocidad de consume, de 1los
principales macronutrientes del medic de cultivo en suspensién,
fué el siguiente : fésforo, carbeno y nitrdgeno, consunidos al
finatizar la cinética en 94 %, 89 % y 50 % de la <concentracitn

Inicial respectivamente,
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* La fuente de carbono que favorecit una mayor produccién de
caps fue la sacarosa, en tanto que se observé alta produccidn de

btomasa con {a glucosa y con la misma secarosa.

* Con relaciones <¢/N cercanas a 0, se favorecio la
produccidn- de caps. Sin embargo, para dicha produccién es nmuy
importante la cantidad abscluta de ambes nutrientes en el medio

de cultive.

* E1 medio MSMO con el nitrégeno al 50 % (30 mmoles) vy
carente de carbone y fésforo, puede ser un medio para la

produccifn de capsaicinoides, pare el primer stbcultive.

* El principal capsaicincide detectadc en todos tes

experimentos fue la capsazicina, que predomind en 95 %.

* En un intervalo de pH de 4.7 - 6.7 , el valer de pH de 5.7

fue en el que se obtuvo una mayor produccifn de capsaicinoides.

* En el =transcurso de la investigacidn se observé
inestabilidad y variabilidad de los cultivos celulares, reflejado
en la produccién de capsaicinoides de las cé&lulas de chigol en

suspensién.
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