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RESUMEN

El pirofosfato (PPi) es un compuesto esencial para las plantas y sus niveles se
mantienen constantes aun en condiciones de estrés. Este compuesto es hidrolizado por
las pirofosfatasas (PPasas), y entre estas enzimas, las Pirofosfatasas inorganicas
solubles (PPa) son constitutivas. Los genomas vegetales codifican para varias copias
de éstas, pero la ausencia o sobreexpresion de alguna de las isoformas puede causar
cambios en el metabolismo celular afectando su fenotipo, incluso, su ausencia puede
ser letal, o alterar la respuesta de las plantas al estés. Ademas de estos datos, sus

funciones en el metabolismo de las plantas no son bien conocidas.

Para poder relacionar a las PPa con el metabolismo secundario en plantas se utilizo
como modelo el chile (Capsicum spp.) ya que es uno de los vegetales mas importantes
a nivel mundial debido a su sabor caracteristico, Unico y produce unos compuestos
llamados capsaicinoides. Estos son metabolitos secundarios de la planta que se
sintetizan y acumulan en el tejido de la placenta del fruto, de estos los que mas se
producen son la capsaicina y la dihidrocapsaicina. Debido a lo anterior, en este trabajo
se analizaron células de C. annuum L. las cuales fueron sometidas a una
transformacion genética para expresar una pirofosfatasa inorganica soluble de A.

thaliana.

El objetivo de este trabajo fue el expresar la pirofosftasa soluble 4 de A. thaliana
(AtPPasa4) y observar si esta expresion tiene impacto en el metabolismo secundario de
las células de C. annuum L. al observar cambios en la produccion de capsaicina 'y

dihidrocapsaicina.

Este trabajo se logré utilizando el cultivo de tejidos vegetales para obtener callo de C.
annuum L. a partir de hipocoétilo, con lo cual se obtuvieron células con caracteristicas

adecuadas para llevar a cabo una transformacion genética. Por medio de biobalistica,
se obtuvieron células que expresaban la pirofosfatasa inorganica soluble 4 de A.

thaliana (AtPPasa4). Estas células se sometieron a un tratamiento de seleccion por



medio de subcultivos en un medio con herbicida, después se realizdé un inmunoblot para

confirmar que las células transformadas expresaran la AtPPasa4.

Debido a que el callo de estas células produce muy poca cantidad de capsaicinoides,
se modificaron las condiciones de incubacion tanto de células silvestres (WT) como
transformadas (4-YFP) para someterlas a diferentes tratamientos de estrés como fue
estrés salino, insuficiencia de luz y la combinacion de ambas condiciones y, de esta
forma estimular una mayor obtencion de metabolitos secundarios, de esta forma
comprobar si hay cambios en la relacion entre capsaicina y dihidrocapsaicina. La
extraccion de los metabolitos se llevé acabo con diferentes disolventes y los extractos
obtenidos se analizaron con una técnica analitica muy sensible llamada Espectrometria
de Masas con deteccién por tiempo de vuelo (MS-TOF) con inyeccion directa (AXION 2
DSA TOF MS®).

Con lo cual, se logro la obtencion de células de C. annuum L. transformadas
genéticamente y la deteccion efectiva de capsaicina y dihidrocapsaicina en los extractos
obtenidos, lo cual, nos indicé que hay una posible alteracion en los mecanismos que
regulan la acumulacion de estos metabolitos secundarios en células transformadas que
expresan una PPa heteréloga, ya que incluso los agregados celulares de los cultivos de
células transformadas (4-YFP) parecen mas tolerantes a condiciones de estrés
impuesto por el cultivo al observarse la presencia reducida de oxidacion, pero se

necesitan hacer estudios mas a fondo para confirmarlo.



I. INTRODUCCION

Las pirofosfatasas (PPasas; EC. 3.6.1.1) son proteinas presentes en todos los
organismos, las cuales hidrolizan en pirofosfato, en dos moléculas de fosfato
(Heinonen, 2001). El pirofosfato (PPi) es esencial para el crecimiento de las plantas y
sus niveles a nivel celular se mantienen constante aun en condiciones de estrés
(Gutiérrez-Luna et al., 2018). por lo que las PPasas inorganicas solubles son enzimas
esenciales (Kornberg, 1962). Ademas de su papel en la reutilizacion del fosfato, sus
funciones en el metabolismo de las plantas no son bien conocidas. Estudios anteriores
indican que las PPasas inorganicas solubles de plantas (PPa) son constitutivas y que
los genomas vegetales codifican para varias copias de estas (Navarro de la Sancha et
at., 2007). Ademas, la ausencia o sobreexpresion de PPa puede causar cambios en el
metabolismo celular afectando su fenotipo y su ausencia puede ser letal, o alterar la
respuesta de las plantas al estés (Geigenberger et al., 1996; Hernandez-Dominguez, et
al., 2012); es por ello que se considera posible una relacion entre las PPay el
metabolismo secundario de las plantas (Gutiérrez-Luna et al., 2018). A. thaliana es la
planta que méas se ha estudiado y se sabe que su genoma codifica para 6 isoformas de
PPasas, (AtPPasal — AtPPasa6), de las cuales se ha encontrado que la expresién de la

isoforma 4 (AtPPAsa4) responde a condiciones de estrés (Lan et al.,2012).

El chile (Capsicum spp.) es uno de los vegetales mas importantes a nivel mundial
debido a su sabor caracteristico y Unico, el cual es producido por unos compuestos
llamados capsaicinoides, los cuales son metabolitos secundarios de la planta que se
sintetizan y acumulan en el tejido de la placenta del fruto, de estos compuestos la
capsaicina y la dihidrocapsaicina son los que se sintetizan en mayor cantidad siendo la
capsaicina la que se sintetiza mas (Kehie et al., 2014). De todas las especies que se
conocen de chiles, C. annuum L. es la de mayor produccioén y consumo y entre ellos, la
variedad 'serrano’ es una de las méas importantes (Hernandez Verdugo, 2014) y posee

alto grado de picor (produccion de capsaicinoides).

El uso de técnicas como el cultivo de tejidos vegetales, nos brinda una alternativa para

la obtencién de células vegetales transformadas genéticamente y para el andlisis del



metabolismo celular de las plantas (Walker & Rapley, 2008), de esta forma en el
presente trabajo podremos llevar a cabo la obtencion de células vegetales de C.
annuum L. que expresen la pirofosfatasa inorganica soluble 4 de A. thaliana (AtPPasa4)
por medio de biobalistica. El objetivo de este trabajo es estudiar si la expresion de la
AtPPasa4 tendra impacto en el metabolismo secundario de las células del chile serrano,
ademas de modificar las condiciones de incubacion de estas células al someterlas a
diferentes tratamientos de estrés y comprobar si hay una alteracion en la produccién de
metabolitos secundarios. Asi mismo se al compararan cambios en la produccion de la

relacion entre capsaicina y dihidrocapsaicina por medio de técnicas analiticas.



II. ANTECEDENTES

2.1 Aspectos generales de Capsicum annuum L. ‘serrano’
2.1.1. Descripcion de Capsicum spp.

2.1.1.1. Clasificacion taxonémica del género Capsicum

El género Capsicum pertenece a la familia Solanaceae, que corresponde a una de las
familias mas grandes de angiospermas, ya que en ella se agrupan alrededor de 102
géneros y 2,460 especies. Entre estas podemos encontrar diversas plantas que tienen
importancia econdmica incluyendo a la papa (Solannuum tuberosum), el jitomate
(Solannuum lycopersicon), el tomate verde (Physalis philadelphica), el tabaco (Nicotiana
tabacum) y los chiles (Capsicum spp) (Martinez et al., 2011). Las plantas de este ultimo
clado comparten caracteristicas comunes a la familia y otras son especificas del género

(Long-Solis, 2012). En la Tabla 1 se muestra la clasificacion taxonémica de Capsicum

Tabla 1. Clasificacion general por jerarquias taxonémicas para Capsicum.

Jerarquias
Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Division Magnoliofita
Clase Magnoliopsida

Subclase | Asteridae

Orden Solanales
Familia Solanaceae
Género | Capsicum

Tomado y adaptado del articulo Advances and perspectives about the study of the origin

and genetic diversity of Capsicum spp. (Pérez, Castafion, & Ramirez, 2015).

Se conocen alrededor de treinta especies en este género, de ellas cinco son las que se
han domesticado y corresponden a Capsicum annuum, C. baccatum, C. chinense, C.
frutescensy C. pubescens (McLeod et al. 1982; Ibiza, et al. 2012; Wang & Bosland, 2006).



Siendo C. annuum la especie mas conocida, cultivada y extendida en todo el mundo
(SAGARPA, 2017; Hernandez Verdugo, 2014).

También, se puede hacer otra separacion de género, basada en el color de las flores,
caracteristica que ha resultado constante y confiable para la clasificacion y ha sido
confirmada por estudios bioquimicos, fitogeograficos, morfolégicos y electroforéticos
(Zhigila et al., 2014, Kraft et al., 2013; Heiser & Pickersgill, 2012; Montes, 2010;
Pickersgill, 1971).

2.1.1.2. Descripcién botanica de Capsicum annuum L.

La especie C. annuum es una planta anual, pero en zonas tropicales puede ser perenne,
su tamafio va de los 35 a 75 cm de alto segun las condiciones ambientales en las que
crece y del tipo de fruto que da. La raiz es profunda, formada por una raiz principal
axonomorfa de la cual salen raices adventicias que horizontalmente llegan a medir de 0.5
a 1 m de longitud. Su tallo es glabrescente y ramificado con hojas aovadas, pecioladas,
solitarias o por pares que van de los 4 a los 12 cm de largo y de 1.5 a 4 cm de ancho
(Kraft et al., 2013; Martinez et al., 2011).

La flor sale de pedunculos solitarios y colgantes que nacen de la axila de las hojas con el
tallo, esta formada por una corola aproximadamente de 1 cm de tamafio con 5 a 7 pétalos
color blanco lechoso, sus anteras son color azul o morado y tiene un céliz dentado con 5
a 7 costillas principales, es monoica, es decir, que tiene los dos sexos incorporados en
una misma flor, por lo que es capaz de la autopolinizacién (Zhigila et al., 2014, Kraft et
al., 2013; Martinez et al., 2011; Montes, 2010).

El fruto puede variar en tamafio y colores que van desde verde o amarillo en el estado
inmaduro a rojo, amarillo o café en el estado maduro. Dicho fruto es una baya hueca con
2 a 4 tabiques incompletos en los que se alojan las semillas densamente empaquetadas
y que son en forma de embrién redondeado con colores que van desde crema a amarillo

y tamafio variable, dependiendo del tamario del fruto.



En esta especie se pueden encontrar aguellas plantas que dan frutos muy picantes hasta

aguellos frutos que se consideran dulces (Long-Solis, 2012).

2.1.2. Importancia cultural y economica del género Capsicum spp. en
México.
El nombre de Capsicum proviene del griego kapsakes que significa capsula, pero
comunmente el fruto es conocido como “chile” palabra espafiola modificada del ndhuatl
‘chilli’ (Long-Solis, 2012; Martinez et al., 2011).

El origen y domesticacion del género Capsicum spp. fue en Mesoamérica ya que no se
conocen registros de este género en otras partes del mundo antes de la conquista, siendo
México el centro de diversificacion y domesticacion de C. annuum y por lo tanto uno de
los paises que mas lo produce y consume ya que el uso del chile se ha dado desde
tiempos prehispanicos. Este fruto era utilizado como alimento, medicamento, castigo,
moneda y material de tributo (Montes, 2010). Ademas, es la especie con la mayor
cantidad de las variedades cultivables y con la distribucion méas amplia en el mundo
(Hernandez Verdugo, 2014; Nicolai et al., 2013).

En México, el cultivo de chile ocupa el octavo lugar a nivel nacional en ocupacién de area
agricola y genera ganancias alrededor de los 13 mil millones de pesos anualmente, con
un volumen de produccién promedio de 2.2 millones de toneladas, del cual se exportan
cerca de 900 mil toneladas de chiles frescos, secos y en preparaciones a paises como
Estados Unidos, Malasia, Espafia y Tailandia. Se cultivan mas de 140 mil hectareas de
este fruto (SAGARPA, 2017).

Actualmente existen mas de cuarenta variedades de chiles de la especie C. annuum que
se comen frescos o deshidratados. Las variedades mas cultivadas que se comen frescas
son, el chile jalapefio, serrano, pimiento morrén, poblano, chilaca, Anaheim, mirasol,
soledad, de arbol y piquin; y aquellos deshidratados o secos son, el chile ancho, guaijillo,
mirasol, colorado, pasilla, de arbol, puya y costefio (Caribe, 2010).



En el caso del chile serrano es la segunda variedad en produccion en México. Se ocupa
poco en estado seco, pero el fruto fresco es usado para la elaboracion de salsas y de
una diversidad amplia de platillos. Se cultiva en 25 estados y las principales zonas
productoras son: San Luis Potosi, Nayarit, Hidalgo, Tamaulipas, Veracruz, Puebla, Nuevo

Ledn, Coahuila, Jalisco y Sinaloa (Aguirre-Hernandez & Mufioz-Ocotero, 2015).

2.1.3. Importanciay uso de los frutos de Capsicum spp.

La alta demanda mundial del chile se debe, ademas de ser utilizados como parte de los
alimentos para el hombre, a que se utiliza para la elaboracion de diversos productos,
como medicamentos, pomadas, cosméticos, insecticidas a base de plantas y otros.

Evolutivamente se considera que la pungencia del chile se seleccion6 por sus ventajas
como una defensa de estas plantas contra mamiferos herbivoros, pero esta caracteristica
lo hizo atractivo para el hombre (Aguirre-Hernandez & Mufioz-Ocotero, 2015). Como con
muchas otras especies cultivables el hombre ha influido en la diversificacion de la especie
generando un proceso de coevoluciéon de diversas especies de Capsicum y ciertamente
la especie C. annuum L. ha sido, histéricamente, la de mayor importancia econémica, lo
que por tanto, llevé a su mayor diversificacion entre las culturas humanas modernas
(Luna-Ruiz et al., 2018).

Los capsaicinoides se forman de manera natural y se encuentran en el fruto del chile.
Estos compuestos son alcamidas con propiedades pungentes (picantes) debido a su
afinidad por los receptores al calor, los mas abundantes son la capsaicina y
dihidrocapsaicina, aunque existen otros compuestos de este tipo en menor cantidad
(Srinivasan, 2016; Asnin & Park, 2015; Sganzerla et al., 2014). Los capsaicinoides son
usados como repelente de herbivoros en la agricultura, en la ganaderia contra mamiferos
depredadores; en la industria tabacalera, para mejorar el sabor de ciertas mezclas de
tabaco; en la industria farmaceéutica, como analgésicos; asi como en la fabricacion de
aerosoles defensivos. Tienen propiedades medicinales, como estimulante de la digestion

y de la liberacién de endorfinas, ademas de ser uno de los analgésicos naturales de uso



toépico mas potentes conocidos (Srinivasan, 2016). Estos compuestos no suelen usarse
en estado puro, ya que son usados como oleorresinas que estan compuestas
principalmente de aceite esencial, resinas solubles, acidos grasos no volatiles, pigmentos

terpenoides, flavonoides y capsaicinoides.

Ademas de los capsaicinoides, el chile es el vegetal con mayor concentracion de acido
ascorbico que se conoce, ya que los frutos frescos llegan a contener mas del doble de
vitamina C por gramo de peso fresco que frutos como el limon o la naranja y casi seis
veces mas que la toronja. Esta vitamina actia como coenzima en la via de modificacion
de la colagena y por sus propiedades antioxidantes participa de manera central en la
contencién del estrés oxidativo. Su papel antioxidante lo hace un importante factor
preventivo del cancer por su capacidad de inhibir la sintesis de compuestos N-nitrosos
en el estbmago y por estimular al sistema inmune (Pérez et al., 2007).

Los frutos contienen abundantes compuestos coloridos como los carotenoides que
corresponden a la capsantina y capsorrubina que confieren la coloracion naranja o rojiza
y esto se utiliza como una fuente de colorantes para alimentos y cosméticos de origen
natural (Wahyuni et al., 2013) Entre los carotenoides de importancia se encuentra
ademas el B-caroteno, que es precursor de la vitamina A (Monforte-Gonzalez et al., 2010;
Wahyuni et al., 2011; Wahyuni et al., 2013).

También, se ha comprobado que el consumo de este fruto estimula el flujo de la saliva 'y
la secrecidn de jugos gastricos que elevan la digestibilidad de proteinas en el maiz y el
frijol; de modo que la tipica triada alimenticia mexicana de maiz, frijol y chile, integra un
complejo de componentes altamente alimenticios que se equilibran y refuerzan entre si
(Hernandez & Mufioz, 2015).

2.2 Cultivo de tejidos vegetales.

El cultivo de tejidos vegetales es un conjunto de técnicas que ayuda a la propagacion de
material vegetal in vitro. Estas técnicas hacen posible el cultivar células, tejidos, 6rganos

e incluso protoplastos (células desprovistas de pared celular). A partir de dichos cultivos



se pueden obtener plantas completas en condiciones asépticas, libres de
microorganismos (hongos, bacterias) y virus (Segretin, 2006; Calva & Pérez, 2005). Estas
técnicas se basan en el principio de la “totipotencialidad celular’. La cual se define como
la habilidad que tiene una célula vegetal para regenerar una planta completa a partir de
una célula inicial, sin que medie ningun tipo de fusién de células sexuales o gametos
(Vasil & Vasil, 1972). Esta capacidad, se debe a que contiene la copia integral del material
genético de la planta de la que proviene (lo cual depende poco de su funcién o posicion
en la planta que la origind) y a que los procesos de diferenciacion celular no se han fijado
de manera irreversible. Estas técnicas hacen uso de medios de cultivo nutritivos
aseépticos (estériles) y con condiciones ambientales controladas de luz, temperatura, etc.
(Segretin, 2006).

2.2.1. Aspectos generales del cultivo de tejidos

El cultivo de tejidos vegetales nos ofrece ventajas ya que permite la reduccién en los
tiempos de propagacion y crecimiento de material vegetal, casi siempre con reduccion
del espacio destinado a la propagacion de plantas en comparacion del método tradicional

que es en suelo (Segretin, 2006).

El material resultante se puede emplear con fines de mantenimiento de germoplasma,
con fines de investigacion o con fines agricolas y comerciales; es decir, esta técnica tiene

numerosas aplicaciones, como son:

- Propagacion masiva de plantas, especialmente para especies de dificil reproduccién
por semilla o vegetativa y para especies amenazadas.

- Clonacién de individuos con caracteristicas agronémicas uniformes y deseables, que
resulten accesibles ademas durante todo el afio.

- Obtencion de plantas libres de virus.

- Germinacion de semillas y produccion de semillas sintéticas.

- Conservacion de germoplasma (conjunto de individuos que representan la variabilidad

genética de una poblacion vegetal).
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- Biosintesis y obtencién de metabolitos secundarios.

- Produccioén de nuevos hibridos.

- Mejora genética de plantas (incluyendo obtencion de plantas transgénicas).

- Produccién de haploides.

- Investigacién basica en &reas como la genética, fisiologia y bioquimica (Loyola-Vargas
& Vasquez-Flota, 2006; Segretin, 2006).

2.2.2. Condiciones para la obtenciéon de células in vitro

Para establecer células vegetales de manera in vitro, se disectan érganos o fragmentos
de tejido de la planta madre llamados explantes, los cuales pueden ser tallos, hojas,
semillas, 4pices, meristemos, anteras, raices, entre otros, ya sea de plantas germinadas
de manera aséptica o de plantas crecidas en tierra. Si se trata de plantas expuestas al
medioambiente natural, deben ser previamente pasadas por tratamientos de
desinfeccidn, para eliminar los organismos que pudiera encontrarse en el explante a usar,
ya que, de no hacerlo, causarian contaminacion microbioldgica del cultivo vegetal y casi

siempre su muerte.

Los explantes son sembrados en medios de cultivo nutritivos sélidos o semisélidos que
son gelificados con agentes como el agar, Gelrite®, Phytagel® entre otros y se ponen en
incubacion bajo condiciones fisicas y fisicoquimicas controladas (Vasil & Vasil, 1972;
Walker & Rapley, 2008; Segretin, 2006; Glase, 1990).

Cuando se escoge el explante para el inicio de los cultivos celulares in vitro, casi siempre
se utilizan tejidos que contengan células meristematicas (zonas de la planta con alta
division celular y con células no diferenciadas), pero también se debe tomar en cuenta la
edad de la planta. En general, el potencial de regeneracion se reduce con el
envejecimiento de la planta, aunque también esta influido por el genotipo, y las
condiciones fisicoquimicas, nutricionales y ambientales en las que crece dicha planta
(Segretin, 2006; Calva & Pérez, 2005).

Cada organismo vegetal tiene diferencias en los requerimientos para su crecimiento de

forma 6ptima, es por esto, que para obtener células de forma in vitro, se debe tomar en
11



cuenta la formulacién del medio de cultivo. Dichos medios deben contener los elementos

nutritivos esenciales, los cuales se pueden dividir basicamente en cinco grupos de

ingredientes:

12

Fuente de carbono: Se utiliza azicar como la sacarosa o glucosa y en menor grado la

maltosa, galactosa, almidon o melazas.

Fuente de nitrogeno: El nitrdgeno puede ser administrado en forma de sales de nitrato,
nitrito y amonio, pero también se ha utilizado urea, hidrolizado de caseina, extracto de
levadura y aminoacidos, entre otros. La relacién entre nitrato y amonio tiene particular
importancia y el medio Murashige y Skoog (1962), el cual es el mas utilizado, tiene un

alto contenido de nitrégeno y una alta relacion nitrato / amonio.

Vitaminas: Las vitaminas son compuestos que requieren las plantas. Como los
organismos vegetales son autotrofos, son capaces de producir todos los compuestos
esenciales por si mismos, sin embargo, las condiciones del cultivo y al eliminar la
organizacion de los érganos de la planta puede generar deficiencias en la produccion
de alguna vitamina y la dependencia parcial o total del cultivo de dicho factor. Las
vitaminas que mas se usan en el los medios de cultivo son la tiamina (Vit. B1), acido
nicotinico (niacina), piridoxina (Vit. Bs) y el mioinositol. Estas cuatro vitaminas se

encuentran en el medio de cultivo Murashige y Skoog (1962).

Reguladores del crecimiento: Como todos los organismos vivos, las células vegetales
responden a mensajeros quimicas enddgenos y de tipo hormonal que se conocen
como fitorreguladores del crecimiento. En los cultivos de tejidos, estos reguladores se
emplean como estrategia para inducir la desdiferenciacion celular o su
rediferenciacién, segun se requiera. Existen diversos tipos de fitorreguladores
importantes para el crecimiento vegetal, pero en cultivo de tejidos, los méas usados
pertenecen a las categorias de las auxinas y citocininas. El regulador mas usado para
la induccion y mantenimiento de tejido calloso es, el acido 2,4-diclorofenoxiaceético

(2,4-D) es debido a que es una auxina que suprime severamente la organogénesis.



Nutrientes inorganicos: Segun su requerimiento, los nutrientes minerales para las
plantas se clasifican en macro y micronutrientes. Todos los medios de cultivos
requieren nitrdgeno y carbono, como se mencioné arriba, pero también requieren
fésforo, potasio y azufre. Dichos minerales se encuentran en el medio MS en
concentracion milimolar y se consideran macronutrientes. Los micronutrientes,
generalmente adicionados al medio de cultivo en forma de sales, son los requeridos
en cantidades micromolar o submicromolar y son utilizados por las células como
cofactores enzimaticos o componentes estructurales menores. Por ejemplo, el
molibdeno es esencial para la enzima nitrato reductasa y el magnesio para algunas
cinasas (Walker & Rapley, 2008; Thorpe et al., 2008), pero ademas se requiere Boro,
Silicio, Zinc, Hierro, Calcio, Magnesio y otros mas. El medio MS contiene una
combinacion compleja de sales que aseguren disponibilidad de estos micronutrientes
(Murashige y Skoog,1962).

2.2.3. Tipo de cultivos celulares

Existen diferentes tipos de técnicas para manipular las células vegetales y con ellas se

pueden obtener diferentes respuestas como pueden ser:

o

Cultivos de callos.
Cultivos de células en suspensién y agregados celulares.

Obtencién de embriones somaticos. Si la obtencidbn de los embriones pasa
previamente por la formacion de callo el proceso se considera embriogénesis indirecta,
pero si los embriones se generan sobre el explante se considera embriogénesis

directa.
Obtencion de protoplastos.

Obtencién de 6rganos. Si éstos se obtienen a partir de la formacion de callo se dice
gue la organogénesis es indirecta, y si la formacion de érganos se da directamente del

explante se dice que la organogénesis es directa.
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2.2.3.1. Obtencioén de callo

El término callo se refiere a aquellas células vegetales del parénquima producidas en
respuesta a una lesion. Este tejido esta presente en diferentes érganos de las plantas
superiores y, por medio de una herida, se induce la formacion de una masa de células
indiferenciadas que tienen una proliferacion desorganizada y generalmente son friables,
es decir, que son susceptibles a ser disgregados en fragmentos pequefios (Segretin,
2006; Vasil & Vasil, 1972; Walker & Rapley, 2008; Loyola-Vargas & Vasquez-Flota,
2006).

Para lograr la obtencion de callo se utilizan explantes de diversas partes la planta y se
colocan en un medio nutritivo gelificado con la adicién de reguladores de crecimiento
que varian en concentracion y tipo segun el tejido que se desea inducir, siendo
recurrente el uso, como se menciono, de auxinas y citocininas. Pero posiblemente, la

auxina sintética 2,4-D es la mas empleada (Loyola-Vargas & Vasquez-Flota, 2006).

Una vez obtenido el callo, puede ser cultivado indefinidamente por medio de
transferencia periddica a medio fresco (subcultivo) y puede ser inducido a la
rediferenciacién por medio de cambios en el contenido de reguladores de crecimiento
en el medio, para asi formar brotes de raices, tallos (organogénesis) o embriones
(embriogénesis), que luego pueden mantenerse hasta regenerar una planta entera.
(Calva & Pérez, 2005).

2.2.3.2 Cultivo de agregados celulares y células en suspensién

Este tipo de cultivo exige que el callo obtenido sea friable pero aun funcionales (Loyola-
Vargas & Vasquez-Flota, 2006), esto se logra al colocarlos en medios nutritivos liquidos
y mantenerlos en agitacion constante durante la incubaciéon (50-200 rpm, en un agitador
orbital) lo que va a provocar que las células se disgreguen en células individuales y
pequefios camulos que van a estar en contacto directo con los nutrientes del medio de
cultivo. En general, en estas condiciones las células crecen de manera mas homogénea
y rapida (Walker & Rapley, 2008; Thorpe et al., 2008).
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Idealmente se busca la obtencion de células individuales, pero normalmente se forman
agregados celulares que constan de grupos de 20 a 100 células (100-1,000 um) y se
deben hacer subcultivos cuando las células estén al final de la fase de crecimiento
exponencial para evitar la falta de homogeneidad y reducir inestabilidad de los cultivos.

Estos cultivos se pueden utilizar en la investigacion de bioquimica y de fisiologia celular,
asi como para el estudio del crecimiento, el metabolismo, la biologia molecular y
experimentos de ingenieria genética y en la produccion de metabolitos secundarios a
pequefia, media o gran escala (Walker & Rapley, 2008; Loyola-Vargas & Vasquez-Flota,
2006).

2.2.4. Transformacién genética

La transformacion genética es un proceso que ocurre de forma natural en un organismo
cuando acepta DNA propio o ajeno y lo incorpora a su genoma. Si el fragmento
incorporado resulta funcional o bien si se inserta en un sitio que cause alteracion de la
funcionalidad del DNA propio, el genoma se vera alterado, es decir, habra un cambio en
el genotipo, que puede asociarse 0 no a variacion en las caracteristicas fenotipicas del
organismo modificado (Mubeen et al., 2016; Yelda, 2012; Hansen & Wright, 1999).

La biotecnologia hace uso de este tipo de procesos para llevar a cabo la transformacién
genética dirigida en plantas, buscando introducir ciertas caracteristicas deseadas
(Mubeen et al., 2016). Con ello, se logra acortar los tiempos de obtencion de plantas por
los métodos tradicionales del fitomejoramiento clasico, tales como las retrocruzas, la
seleccién y la hibridacion, pues se pueden seleccionar genes especificos que le den a la
planta caracteristicas agronémicas de interés para el hombre, como puede ser un
crecimiento mas rapido, obtencién de frutos con mayor tamafio, tolerancia o resistencia
a factores abidticos como sequias o temperaturas adversas para la planta ya sea de frio
o calor, asi como también resistencia a enfermedades virales, bacterianas o fungicas, asi
como plagas de insectos, aracnidos y nematodos, entre otros factores que pudieran
afectar e incluso matar a las plantas de interés para el hombre (Mubeen et al., 2016;
Gutiérrez el al., 2003).
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Las principales diferencias entre la reproduccion agricola tradicional y los métodos de
transformacion genética estriban en la velocidad, precision, confiabilidad y alcance de las
modificaciones ya que la ocurrencia natural de ciertas variaciones puede ser tan baja,
que la seleccion de una planta con las caracteristicas que presenta una planta
transformada podria tomar miles e incluso millones de afios. Una transformacion genética
alcanza éxito, cuando la incorporacion del gen nuevo en el genoma de la planta receptora
es estable, o que quiere decir que el gen asociado es heredable y se va a conservar en

las siguientes generaciones (Mubeen et al., 2016).

Muchos son los factores a considerar para elegir el o los genes a transferir y en el caso
de los métodos de cultivo de tejidos uno de ellos es la eleccion del tejido que se va a
transformar, el cual que debe ser competente para la transformacién y capaz de

propagacion y posterior regeneracion.

Por otro lado, el fragmento de DNA a transferir debe contener caracteristicas que le

confieran funcionalidad en la célula receptora, es decir debe contar con:

A) Una regién promotora que sea reconocida por la maquinaria de regulacion de la
expresion genética presente en la célula receptora. Esta es una region de DNA no
codificante que se encuentra rio arriba de la region codificante del gen que queremos
transferir y que controla la frecuencia, la temporalidad y el tipo celular en que el gen puede
ser transcrito para dar lugar a los cambios fenotipicos deseados. Los promotores de
plantas se pueden clasificar segun el tipo de control para la expresiéon génica, pueden ser
constitutivos o inducibles y pueden expresarse en todos los linajes celulares o ser
especificos de un tejido, e incluso de un tipo celular particular dentro del tejido (Mubeen
et al., 2016).

B) Una region terminadora de la transcripcion. Si el gen cuenta con un promotor funcional
se puede transcribir, pero para que la transcripcion se regule correctamente es necesario
gue exista una region rio abajo del gen que permita a la maquinaria transcripcional

reconocer que la transcripcion debe terminar. La combinacion promotor-terminador es a
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menudo relevante para favorecer una expresion génica eficiente del gen introducido
(Nagaya et al., 2010).

C) Region transcribible. Esta region se encuentra contenida entre el promotor y el
terminador y es la que sera copiada por la maquinaria nuclear para dar lugar a un
transcrito primario de RNA. Dicho transcrito debe ser funcional, segun el fin para el que
se introdujo, lo cual implica que posee caracteristicas reconocibles para la maquinaria
celular que le permiten ser modificado, reconocido y transportado al sitio en el que ejerce
su funcion (Nelson & Cox 2017). Por ejemplo, si se trata de un gen que condifica para la
sintesis de una proteina, debera contar con una region inicial (5-UTR) para recibir el
Capuchon o CAP, seguido de una secuencia caracteristica para su interaccién con el
aparato de traduccion. Ademas, debe contener una region final (3'-UTR) para recibir la
adicidon de una extension de poliadeninas llamada cola de poliA, que también es esencial
para su transporte al citoplasma y su traduccion a proteina. La region codificante (CDS)
debe ademas poseer un uso de codones que sea compatible con la célula vegetal y, en
caso de contar con regiones que interrumpen la codificacion (intrones), estos deben tener

sefales adecuadas para que la célula los remueva correctamente.

Debido a que la transformacion es un fendbmeno azaroso, no todas las células se
transforman por igual y, de hecho, la frecuencia de transformacion suele ser baja. Por
ello, se debe hacer una seleccion de células transformadas, para lo cual se utilizan
agentes de seleccidn que permite diferenciar las células transgénicas de las no
transformadas. Es decir, generalmente, ademas del gen que codifica para la
caracteristica deseada, se suelen introducir genes de resistencia a antibiéticos como la
higromicina, kanamicina, geneticina o a herbicidas como bialafos o glifosato (Gutiérrez et
al., 2003). Este gen permite usar el antibiético o el herbicida para eliminar a las células

no transformadas y recuperar aquellas que resultaron genéticamente modificadas.

Frecuentemente, se cuenta con un gen reportero que funciona como un indicador del
nivel de expresion de una proteina. Una manera de hacer esto es crear un CDS artificial
gue codifique para una proteina quimérica que presenta la secuencia de aminoacidos de

la proteina de interés y la de la proteina reportera, de tal manera, que ambas mantengan
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su plegamiento y funcionalidad. Asi es posible rastrear al reportero en el nuevo huésped
y de esta forma nos informa si el gen de interés transferido se ha integrado o no al genoma
tratado y cuando o donde se expresa. Es decir, nos permiten monitorear la expresion
activa de genes e incluso en algunos casos, poder monitorear la actividad que tienen
proteinas de interés. Entre los reporteros mas utilizados estan los genes que codifican
para proteinas fluorescentes, genes que codifican para la proteina luciferasa y enzimas
como la beta glucoronidasa o la beta galactosidasa, estas dos ultimas provenientes de
Escherichia coli (Mubeen et al., 2016; Gutiérrez et al., 2003). En el caso de las proteinas
fluorescentes, estas son tomadas de organismos marinos y suelen estar constituidas por
230 aminoécidos aproximadamente, presentando coloraciones diversas que se pueden
observar en el espectro visible y ultravioleta. La mas usada en la investigacion y la
primera en descubrirse fue la proteina verde fluorescente llamada GFP (por sus siglas en
inglés Green Fluorescent Protein), se obtuvo de la medusa Aequorea victoria (Welter,
2008). Con el paso del tiempo ha sido modificada para producir variantes que emiten en
regiones del azul (BFP), azul claro (CFP), amarillo (YPF) entre otros, y, cada una tiene
Su rango en el espectro maximo de emision, en el caso de la proteina YFP su espectro

maximo de emision es de 521a 550 nm (Pérez & Becu-Villalobos, 2009).
2.2.4.1. Métodos de transformacion.

Existen diferentes métodos para llevar a cabo una transformacion genética en plantas y
se dividen en métodos fisicos y métodos basados en vectores biolégicos (Mubeen et al.,
2016):

o Métodos fisicos: el bombardeo de microparticulas (biobalistica); electroporacion de
protoplastos y de tejidos; microinyeccion; sonicacién; transformacion de
protoplastos mediado por policationes como el polietilenglicol (PEG) o el
polivinilpirrolidona (PVP) y/o por fusbgenos lipidicos y la transferencia usando

obleas de siliconas como el carburo de silicio.

o Vectores biolégicos; los cuales utilizan bacterias como Agrobacterium tumefaciens

y Agrobacterium rhizogenes y el uso de sistemas basados en virus vegetales.
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Los métodos mas comunes para la transformacion de plantas son el uso de
Agrobacterium y la biobalistica (Calva & Pérez, 2005; Hansen & Wright, 1999).

2.2.4.1.1. Biobalistica.

La biobalistica es una técnica de transferencia directa de DNA en biotecnologia vegetal.
Como se observa en la Figura 1, esta técnica consiste en el uso de microparticulas de
oro o tungsteno (0.4 — 2.0 um) recubiertas con el DNA que se utilizar para llevar a cabo
la transformacion genética, los tejidos vegetales se colocan en placas que contienen
medio de cultivo solido; para introducir el DNA externo en las células vegetales, las
microparticulas recubiertas se cargan en una pistola y se aceleran hasta una velocidad
alta, ya sea mediante la energia electrostatica liberada a partir de una gota de agua
expuesta a alta tensién o utilizando gas comprimido a alta presion (aire, helio, CO2 0 N2).
Se pueden bombardear suspensiones de células vegetales, cultivos de callos o tejidos.
Los microproyectiles penetran en las paredes y membranas celulares de la planta. A
medida que los microproyectiles ingresan a las células, se libera el DNA externo de la
superficie de la particula el cual puede ser empleado por la célula para su incorporacion
al genoma, o bien ser degradado (Yelda, 2012).

La integracién del DNA en el genoma de la planta es la etapa menos eficiente en la
transformacion, pues solo una pequefia proporcion de las células que reciben DNA se
transforman de manera estable. EI DNA que ingresa a la célula y no es integrado puede
expresarse durante un corto tiempo (expresidon transitoria), pero eventualmente se
degrada por nucleasas. A pesar de ser efimera, la expresion transitoria puede ser
aprovechada y ha permitido comprender la regulacion de ciertos genes (Altpeter et al.,
2005).

La transformacion por biobalistica es aplicable a un amplio rango de especies
monocotileddneas y dicotileddneas, ademas cualquier tejido puede ser utilizado para
llevar a cabo un bombardeo, desde tejidos diferenciados bombardeados in planta, como
tejidos u Organos disectados y tejidos desdiferenciados como callos y células en
suspension. Sus desventajas son el dafio tisular que causa estrés a la célula, asi como

la baja eficiencia de transformacion (Mubeen et al., 2016).
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Figura 1. Esquema de los pasos requeridos para obtener plantas genéticamente
transformadas por medio de biobalistica. Tomado y modificado de Yelda, (2012).

2.3. Metabolismo de las plantas.

El metabolismo de las plantas es muy diverso y su clasificacion es compleja debido a que

forma una intrincada red profusamente interrelacionada. Dependiendo de si resulta

esencial o no, puede subdividirse en:

(I) ElI metabolismo primario que agrupa procesos anabolicos y catabolicos esenciales

relacionados con la obtencion de energia y materias primas para mantenerse y proliferar,
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en él se forman y degradan acidos nucleicos, proteinas, carbohidratos y lipidos (Hadacek,
2002; Kliebenstein, 2004).

(1) El metabolismo secundario es aquel que no es indispensable para crecer, pero que
usan los organismos para la adaptacion y supervivencia en el ambiente en el que se
encuentran, ya que en €l se producen compuestos conocidos como metabolitos
secundarios (Kliebenstein, 2004; Demain & Fang, 2000) los cuales son utilizados para
diversos propadsitos, a saber:

a) Defensa contra patdogenos o herbivoros, atractores reproductivos, cuyo papel es

favorecer la dispersion del polen y de las semillas.

b) Agentes para movilizar y facilitar la asimilacion de recursos minerales del suelo

como iones metélicos, y aniones diversos.

c) Sefales de comunicaciébn con microorganismos para establecer interacciones
mutualistas, como la simbiosis o limitar el establecimiento de relaciones

parasiticas.

d) Factores de diferenciacion para regular el crecimiento.

2.3.1. Factores que influyen en la produccion de metabolitos secundarios.

Genéticos y epigenéticos: Como resultado de su propia historia evolutiva cada organismo
va a tener su propio conjunto caracteristico de metabolitos secundarios (Verpoorte &
Alfermann, 2000). La capacidad de producirlos esta codificada en sus genes y puede
estar modulada por factores epigenéticos (Nelson & Cox, 2017).

Respuestas a sefiales intrinsecas: La biosintesis y acumulacion de los metabolitos
surgen de procesos altamente regulados que se relacionan con el origen metabdlico del
compuesto y que pueden involucrar fendbmenos de regulacion de la expresion génica,

sefalizacion, compartimentalizacién y transporte intra e intercelulares (Hadacek, 2002).

Segun su funcion, la regulacion de la produccion de los diferentes metabolitos puede
estar sujeta a controles que dependen del tejido, estadio de desarrollo, condiciones
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ambientales como son los niveles de nutrientes, factores de estrés, luz, reguladores de
crecimiento y otros. Tales sefales pueden inducir rutas completas o parte de la ruta,
haciendo que su acumulacion se induzca de novo, o que cambie la diversidad de
especies quimicas producidas (Ramachandra & Ravishankar, 2002; Verpoorte &
Alfermann, 2000).

Respuestas a sefiales extrinsecas: Por ser organismos seésiles, las plantas suelen estar
sometidas a condiciones medioambientales desfavorables, a este tipo de alteraciones se
le conoce como estrés medioambiental. Para poder sobrevivir, una planta debe adaptarse
a los cambios y cada especie presenta una tolerancia distinta a los diferentes tipos de
estrés. Asi, se presentan mecanismos para resistir, evitar y/o escapar a los estimulos
ambientales negativos, pero cuando dichos mecanismos no alcanzan la eficacia
suficiente, se dan manifestaciones fenotipicas como deformaciones, amarillamiento,
manchas, necrosis, etc. Dichas alteraciones se acompafan de cambios en la expresion
génica, la actividad metabdlica, la fisiologia y la estructura celular que no se observan a
simple vista (Basurto et al., 2012; Azcon-Bieto & Talon, 1993).

Los diferentes tipos de estrés medioambientales se pueden clasificar en tres grupos:

fisicos, quimicos y biolégicos.

Estrés fisico: Son cambios en las condiciones fisicoquimicas circundantes, por
ejemplo: el déficit hidrico, la salinidad, frio, calor, falta o alteracién de la iluminacién en
cantidad o calidad, microaerobiosis 0 anaerobiosis y dafio mecéanico como el viento,

heridas y otros.

Estrés quimico: Son los producidos por la exposiciébn a xenobidticos toxicos como
metales pesados, sales toxicas, contaminantes atmosféricos (como el ozono, el SO,
etc.), herbicidas, compuestos alelopaticos provenientes de especies antagonicas, e

insuficiencia nutrimental.

Estrés biol6gico: Causado por la accion de otros seres vivos antagonicos (Azcon-Bieto
& Talon, 1993).
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Con frecuencia, estas condiciones de estrés ocurren asociadas, por ejemplo, el frio se
acompafa de dafio mecanico por los cristales de hielo y estrés osmoético para la baja
disponibilidad de agua liquida, el estrés salino limita la absorcion de agua y causa agobio
hidrico, etc. (Buchanan et al, 2000).

2.3.1.1. Estrés salino.

Un héabitat salino se caracteriza por la presencia de un contenido muy alto de sales
solubles. Las plantas son sometidas a un estrés salino sufren de alteraciones en la
retencion osmoética del agua, y acusan dafio por efecto de la fuerza idnica,
especificamente sobre el citoplasma y las membranas de las células. Los sistemas
enzimaticos del metabolismo primario son especialmente sensibles a las soluciones
salinas, lo que causa un déficit de energia. A su vez, también se limita la adquisicion de
nutrientes y se observa una disminucién del crecimiento de la planta y germinacion de la

semilla (Basurto et al., 2012).

El estrés salino tiene dos componentes: el componente osmético y el componente idnico.
Un suelo salino posee bajo potencial hidrico, lo cual induce agobio hidrico en las plantas.
Por otro lado, la acumulacion excesiva de iones resulta toxica para la mayoria de las
plantas cultivadas. Entre los iones toxicos mas abundantes se encuentran el Cl'y el Na*
aunque iones como NOx y SO2 conocidos como agentes contaminantes xenobibticos,
producidos por la actividad industrial y/o agricola, llegan a causar problemas, debido a
que se reduce el pH de la tierra a valores entre 1.5 y 3.5, lo cual, puede provocar un
déficit de nutrientes como K*, Ca?* y NOs™ (Azcon-Bieto & Talon, 1993).

Al estudiar las respuestas o adaptaciones a la salinidad hay que tener en cuenta si estas

son debidas al componente osmatico, al ibnico o a una interaccién entre ambos.

Con excepcion de las bacterias haldfilas, los organismos vivos no pueden desarrollarse
en presencia de elevadas concentraciones de NaCl en su citoplasma. Los mecanismos
desarrollados por las plantas tolerantes a la sal se basan en la exclusion del Cl-y el Na*
del citoplasma, mediante la inhibicion de su entrada o la estimulacién de su salida de la

célula o el atrapamiento en vacuolas especializadas (Basurto et al., 2012).

23



Para inducir la produccion de metabolitos secundarios en callos de Capsicum chinense
(chile habanero) se probaron diferentes concentraciones de NaCl para producir un estrés
osmatico, teniendo un control sin NaCl con una produccién de capsaicina alrededor de
100 a 140 pg g y usando 40 mM de NaCl, se aumenté la produccion de capsaicina en
una concentracion de 1,644.1 ug g, asi también, observaron que se debe cuidar la
concentracion de NaCl usada pues un exceso (por encima de los 80 mM de NaCl) puede

ser letal para los cultivos (Kehie et al, 2012).

2.3.1.2. Estrés por insuficiencia de luz.

La luz es esencial para que las plantas puedan crecer y reproducirse ya que es captada
y convertida a energia quimica, por medio de la fotosintesis, la cual ocurre en las partes
aéreas. Pero también se adaptan a periodos sin luz que ocurren con una periodicidad
predecible en el ambiente natural. EI guardar a las plantas en obscuridad continua
conduce a un déficit energético severo que puede conducir a la muerte de la planta
(Moura et al., 2010; McClung, 2006; Azcon-Bieto & Talon, 1993).

Todas las plantas tienen un reloj biolégico celular, que responde a la temporalidad de los
cambios en la cantidad y calidad de la luz. En los cultivos de tejidos, los periodos de
iluminacién son parte de las condiciones que se pueden manipular para modificar el

crecimiento y diferenciacion celular (Bhatia & Ashwath, 2005).

En un estudio realizado en cultivo de callos de Capsicum annuum var. Jalapefo, se
observd que hay una mayor produccién de capsaicina si las células se cultivan en
obscuridad aumentando en promedio un 70% el contenido de capsaicina y a medida que
se aumentaba la intensidad de la luz, la produccibn de capsaicina disminuia
independientemente del medio de cultivo empleado (Weathers, Fadzillah, & Cheetham,
1992).

2.3.2. Metabolitos secundarios del género Capsicum

En el género Capsicum los metabolitos secundarios mas importantes son los

capsaicinoides (responsables de la pungencia) y la capsantina y capsorrubina
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(responsables de la coloracion naranja o rojiza de los frutos), pero también pueden tener
compuestos como carotenos, criptoxantinas, zeaxantinas, anteraxantinas, violaxantinas

y neoxantinas, todos, de importancia nutricional y/o comercial (Gallego, 2007).
2.3.2.1. Capsaicinoides

Los compuestos capsaicinoides, son un grupo de mas de 20 moléculas que incluyen a la
capsaicina, dihidrocapsaicina, nordihidrocapsaicina, homodihidrocapsaicina,
homocapsaicina, y la nonivamida (Fig 2). Sin embargo, la capsaicina y la
dihidrocapsaicina, que difieren solo en un doble enlace, componen el 90 % del contenido
total de capsaicinoides. De ellos, la capsaicina es el compuesto mas picante (Kehie et al.,
2014).

Estructura quimica de capsaicinoides
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Figura 2. Estructuras quimicas de algunos capsaicinoides, las diferencias radican en cambios en la
cadena del &cido graso. Modificado de Kehie et al. (2014).

Los capsaicinoides se producen y almacenan en el tejido llamado placenta que se
encuentra en el fruto como se muestra en la Figura 3. Su estructura quimica consiste en
un nucleo fendlico de vainilllamina unido mediante un enlace amida a un acido graso de

cadena corta. La porcion fendlica proviene de la fenilalanina por medio de la ruta de los
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fenilpropanoides. El acido graso se forma a partir de aminoacidos de cadena lateral
ramificada como la valina o la leucina, pero los detalles de esta ruta y su condensacién
con la vainilllamina no se han estudiado con suficiente detalle, aunque se sabe que
participa una enzima denominada capsaicinoide sintasa (CS) como se observa en la
Figura 4 (Kehie et al., 2014; Luo, Peng, & Li, 2011; Vazquez-Flota et al., 2007).

Segun su genotipo, cada variedad de chile produce frutos que tendran su grado de
pungencia, la interaccion genotipo-entorno regula la sintesis de capsaicinoides en el fruto.
Asi, se puede dar una alta variacién en el picor de los frutos que produce cada planta,

aun si el genotipo es uniforme. (Gurung et al., 2011).

Pedunculo

Placenta

Glandulas de Apice

Semillas capsaicina

Pericarpio Exocarpio
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Endocarpio

Loculo

Figura 3. Imagen en la que se muestra la placenta en un fruto de C. annuum.
Tomado y modificado de Bray, 2019.

Los capsaicinoides tienen una gran importancia econémica debido a sus aplicaciones en
la industria alimenticia, farmacologica y cosmética, ya que producen diversos efectos
fisiologicos y farmacologicos en quién los consume, actuando en el tracto gastrointestinal,
el sistema cardiovascular y respiratorio, asi como los sistemas, sensorial y de
termorregulacion. La capsaicina se utiliza como medicamento, en ungientos topicos o
como parche dérmico para aliviar el dolor de la neuropatia periférica, como la neuralgia

post-herpética causada por el herpes zoster, proporciona alivio en la artritis y
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enfermedades respiratorias, es un agente contrairritante y analgésico, e incluso se ha
encontrado que mata a algunos tipos de células cancerosas (Luo et al., 2011; Reyes-
Escogido et al., 2011).

2.3.2.1.1. Métodos de extraccién y analisis

Los primeros andlisis en contenido de capsaicinoides en frutos del chile se realizaron
midiendo la pungencia y, en 1912, el farmacéutico Scoville ide6 la llamada prueba
organoléptica de Scoville. Consiste en obtener una disolucion del extracto del fruto y
diluirla en agua con azucar; el nimero de veces que la muestra debe diluirse para que
deje de percibirse la sensacion de picor determina los grados en la escala del método,
llamadas unidades Scoville (US). Esta clasificacion resulta un tanto subjetiva, por lo cual
se han desarrollado métodos analiticos cromatograficos para determinar la concentracion
de capsaicina y dar la equivalencia en la escala Scoville; se ha establecido que 1 ppm de
capsaicina corresponde a 15 unidades Scoville (Aguirre-Hernandez & Mufioz-Ocotero,
2015).

Debido a la importancia comercial de los capsaicinoides, se han ideado estrategias para
analizar la cantidad y el tipo de capsaicinoides que tienen los frutos en diferentes especies
de Capsicum, para ello se deben escoger los disolventes mas eficientes para llevar a
cabo la extraccion de estos compuestos (Tabla 2). En varios estudios se han hecho
extracciones con diferentes disolventes y usando diferentes partes del fruto y por medio
de diferentes técnicas se han analizado los extractos obtenidos. Entre las técnicas mas
utilizadas esté la cromatografia en capa fina (TLC), pero para llevar a cabo un analisis
mas detallado y cuantitativo, se utilizan técnicas como la cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC), la que puede acoplarse con espectrometria de masas (MS),

espectrofluorometria, o resonancia magnética nuclear de protones (*H NMR).
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Figura 4. Ruta propuesta para la via que sigue la biosintesis de la capsaicina en el género Capsicum,
se muestran las principales enzimas e intermediarios. Modificado de Kehie et al. (2014).
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Se han intentado usar estrategias para la produccion en serie de capsaicinoides y cubrir
la alta demanda de estos compuestos, una de estas técnicas ha sido el cultivo de tejidos
vegetales, pero la obtencion de los capsaicinoides por esta técnica estd muy por debajo
de la que se produce naturalmente en los frutos del chile. Por esto se han probado
diferentes estrategias para aumentar la capacidad de biosintesis de las células (Fig 5),
tales como la inmovilizacibn de células o tejidos, alimentacion de precursores,
biotransformacion, uso de intermediaros de la ruta biosintética de capsaicinoides, estrés
por medio del pH, limitacién de nutrientes, estrés osmotico, cambios en los regimenes de

luz, entre otros (Kehie et al., 2014).

Cultivo
In vitro

Establecimiento
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Figura 5. Estrategias que se han utilizado en el cultivo de tejidos vegetales de Capsicum para mejorar
la produccion de capsaicinoides. Tomado y modificado de Kehie et al. (2014).
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Tabla 2. Diferentes estudios sobre contenido de capsaicinoides en frutos de diferentes variedades de Capsicum sp.

Especie Tejido usado Solventes_ bara Fase movil T|pp_ d_e Referencia
extraccion analisis
C. annuum L Pericarpio de Acetona : éter Benceno : acetato etilo : TLCy (Perucka &
' ' fruto (109) de petroleo (1:1) metanol (75:20:5) HPLC Oleszek, 2000)
. . Monforte-
C. chinense Placenta del Ciclohexano : cloroformo : ( .
Jacq fruto Acetona acido acético (70:20:10) TLCyGC Gonz;cl)%z7)e tal,
. Fruto molido y . , (Tapia & Bonilla,
Capsicum seco Acetona Metanol : agua (70:30) HPLC 2008)
C. chinense , : , TLCy 14 (wagner, Canhill,
Jacq Fruto (59) Tolueno hexano : acetato etilo (3:1) NMR & Marshall, 2011)
C. annuum L Frutos color rojo Metanol Cloroformo : metanol : TLCy (Cheema & Pant,
' ' secos acido acético (95:5:1) HPTLC 2011)
C. chinense Frutos color rojo Acetona Eter de petroleo : acetato CC, TLCy (Gahungu et al.,
' secos etilo : metanol (75:20:5) HPLC 2011)
C.annuumy .o os Metanol Metanol : agua IR:EJoHrE;C% (Chanthai et al.,
C. frutescens desionizada (66:44) ncia 2012)
Fruto,
pericarpio, ) (Bhuvaneshwari,
C. frutescens  semillas secas Cloroformo Eter TLC Karthik, &
(2g peso seco Kuruvilla, 2013)
c/u)
12 disolventes.
Acetona y Eter de petroleo : : .
C. chinense Fruto seco acetonitrilo con cloroformo: acetonitrilo NEe Y AL, [RE], &
P HPLC Lebel, 2014)
mayor (40:45:15)

capsaicina

30



Especie

C. chinense

C. frutescens

C. annuum

C. annuum

C. chinense

C. frutescens

C. annuum L.

Tejido usado

Fruto colores
naranja,
amariilo, rojo

Fruto color rojo
y seco

Fruto fresco
dividido en:
Pericarpio,
placenta 'y
semillas

Frutos maduros
(rojos) y secos

Fruto seco

Fruto seco

Fruto dividido
en: Pericarpio,
placenta y
semillas. Se
deja secar

Solventes para

extraccion
Metanol,
acetona,
acetonitrilo
Etanol,

acetonitrilo, éter,

metanol

Etanol

14 disolventes y
etanol con
mayor eficiencia

Metanol

Acetonitrilo

Metanol, etanol,
acetato etilo,
acetona,
isopropanol y
acetonitrilo.
Metanol mayor
eficiencia

Fase movil
Agua : acetonitrilo (40:60)

Cloroformo : metanol:
acido acetico (95:5:1)

Eter de petroleo :
cloroformo : acetonitrilo
(40:45:15)

Cloroformo : metanol :
acido acético : hexano
(2.85:0.15:0.15:0.1)

Agua : metanol con 0.1%
acido acético
Acetonitrilo : agua (60:40)

Agua : metanol (25:75)

Tipo de
analisis

UHPLC

TLCy
HPTLC

TLCyLC-
MS

TLCy
HPTLC

HPLC-
APCI-MS

HPLC

LC

Referencia

(Sganzerla, et al.

2014)

(Goci et al., 2014)

(Govindappa et
al., 2015)

(Das, Kundu, &
Ghosh, 2015)

(Bajer et al.,
2015)
(Santos et al.,
2016)

(Mokhtar et al.,
2016)
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2.4. Aspectos generales de las Pirofosfatasas inorganicas solubles

Las pirofosfatasas inorganicas también conocidas como difosfato hidrolasas (EC
3.6.1.1; PPiasas) son enzimas que hidrolizan los enlaces fosfoanhidrido en el
pirofosfato inorgénico.(Figura 6) Aunque aquellas que no son especificas y pueden

actuar sobre ésteres de fésforo se consideran fosfatasas(Gutiérrez-Luna et al.,2018).

Enlace fosfoanhidrido
de "alta energia”

ol 9 0
0-P-0-P-0"+ H0 —>2 [0-p-OH
O O O
Pirofosfato Fosfato
inorganico (PPi) inorganico (Pi)

Figura 6. Reaccién de hidrdlisis del pirofosfato catalizado por una pirofosfatasa inorganica soluble
dependiente de Mg2+ (Plaxton 2010).

Las PPiasas especificas se dividen en dos grupos principales: las pirofosfatasas

inorganicas solubles y asociadas a membranas.

Las pirofosfatasas inorganicas solubles (siPPasas) son proteinas ubicuas,
dependientes de metales y encontradas en los tres dominios filogenéticos. Se
descubrieron inicialmente en tejidos animales en 1928; dada su funcién como
reguladores centrales del metabolismo celular, son proteinas que se expresan de forma
constitutiva en practicamente todas las lineas celulares y comprenden
aproximadamente entre un 0.1y 0.5 % de la proteina total de la célula(Kajander,
Kellosalo, & Goldman, 2013; Garcia-Contreras & Romero, 2003).
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Segun su secuencia de aminoacidos, las siPPiasas puedes subdividirse en Familia | y
Familia Il y son inactivas en ausencia de cationes divalentes. La Familia | corresponde a
pirofosfatasas inorganicas que dependen del Mg (ll) y la Familia Il dependen del Mn (ll)
para su actividad catalitica. La funcidon metabolica de estas pirofosfatasas consiste en
hidrolizar el PPi disponible y permitir la reutilizacion del fosfato. Aunque en las plantas,
aparentemente participan en el control del desarrollo y elongacion de tubos polinicos
durante la polinizacién de las flores (Gutiérrez-Luna et al., 2018).

2.4.1. Funcién del Pirofosfato (PPi) en las plantas

El PPi se forma como subproducto de la biosintesis de macromoléculas del metabolismo
como son DNA, RNA, carbohidratos, lipidos, proteinas y metabolitos secundaros como
carotenos (Kornberg, 1962). Ademas de actuar como fuente de energia bioquimica, el
PPi regula numerosos procesos bioquimicos, se ha reportado que puede inhibir y activar
enzimas, cinéticamente, asi como, influenciar la fidelidad de la sintesis de &cidos
nucleicos y la sintesis de proteinas, afectar la proliferacion celular, la calcificacion de
tejidos y el transporte de hierro, ademas de estar involucrado en algunas condiciones

patolégicas.

La produccion del PPi es mayor durante el desarrollo de las plantas y suele haber mayor
acumulacion de PPi en células de plantas (entre 200 y 300 uM), al que se acumula en
células animales, esta concentracion permanece constante aun en condiciones de estrés
y se ha propuesto como un donador de energia en diversos organismos al presentar
respuestas metabdlicas adaptativas cuando las plantas estan bajo deficiencia de fosfato,
utilizan el PPi como fuente de energia, que implica una forma alternativa de glucalisis por
medio de una disminucion de ATP a ADP o de UTP a UDP (Gutiérrez-Luna et al., 2018).

La concentracion y movilidad del fosfato en el suelo es mas baja que la de los otros

nutrientes principales, El contenido de fésforo organico el cual que puede ser utilizado
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por las plantas varia mucho en los suelos, pudiendo ser un 20 % hasta un 80 % del fosforo
total, es por esto que muchas veces la disponibilidad del fosforo puede limitar el
crecimiento de las plantas. Las plantas absorben el fésforo como fosfato inorgéanico ya
gue las fuentes organicas deben descomponerse antes para poder ser utilizadas por las
plantas, hay microorganismos que pueden llevar a cabo esta descomposicibn como son
los hongos micorrizicos, pero también las plantas pueden secretar enzimas para obtener
fosfato de sustratos organicos, es por esto que, la hidrolisis de PPi es esencial para

apoyar el crecimiento en las células en plantas (Trull & Deikman, 1998).

2.4.2. Pirofosfatasas en Arabidopsis thaliana

El genoma de Arabidopsis thaliana contiene genes que codifican para 6 pirofosfatasas
inorganicas (AtPPal a AtPPa6) y se expresan constitutivamente en todos los 6rganos y
durante todos los estadios del desarrollo de la planta (Hernandez-Dominguez, et al.
2012).

Las AtPPal a AtPPa5 se encuentran en el citoplasma (Gutiérrez-Luna et al., 2016;
Navarro de la Sancha, 2009), de las cuales, las isoformas como la AtPPal y AtPPa4
dependen del Mg?*y de manera mas pobre el Mn?* (Navarro de la Sancha et al., 2007).
La isoforma AtPPa6 parece ser una enzima exclusivamente cloroplastica y es esencial
para la supervivencia de la planta (Gutiérrez-Luna et al.,2016) y la AtPPa4 también se
encuentra en el apoplasto, sin embargo, todavia no hay suficiente explicacion para
explicar porque las plantas tienen varias isoformas, debido a que sus propiedades
cinéticas son similares, mas de una tiene una expresion constitutiva y porque hay
ejemplos de organismos eucariontes fotosintéticos unicelulares que carecen de una

proteina citoplasmica de esta clase (Gutiérrez-Luna, et al., 2018).
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I1l. OBJETIVOS
General:

* Transformar un cultivo de células in vitro de C. annuum L., con AtPPasa4 y
someterlas a condiciones que favorezcan la biosintesis de capsaicinoides, para
analizar en estas muestras la produccion relativa de capsaicina y

dihidrocapsaicina.
Particulares:
* Obtenery propagar cultivos de células in vitro silvestres de C. annuum L. “serrano’.

» Llevar a cabo una transformacion genética de las células in vitro silvestres de C.

annuum L. por biobalistica.

+ Confirmar que la proteina de interés se encuentra en las células in vitro

transformadas y que tiene actividad.

* Incubar las células in vitro silvestres y transformadas de C. annuum L. en

condiciones que favorezcan una mayor produccion de capsaicinoides.

+ Extraer e identificar cambios en la produccién de capsaicina y dihidrocapsaicina

producidos en células in vitro silvestres y transformados de C. annuum L.

IV. HIPOTESIS

» Elcultivo de células in vitro de Capsicum annuum L. que expresan la pirofosfatasa
inorganica soluble 4 de A. thaliana presentardn un cambio en la acumulacion
relativa de capsaicina y dihidrocapsaicina en comparacién con células silvestre in

vitro, en condiciones semejantes.
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V. MATERIALES Y METODOS

Para el cumplimiento de los objetivos y demostracion de la hipétesis, la parte experimental
se realiz6 en el laboratorio 115 y 116 del departamento de Bioquimica, siguiendo las
estrategias planteadas en la figura 7.

| Desinfeccion y germinacion de semillas I

| Obtencidn de plantulas en

condiciones aséplicas

a partir de hipocotilo

+

Transformacion genética
{Biobalistica)

Induccion y proliferacion de callo I

Proteina
35s: AtPPasad-YFP
Obtenida de E. coli DHSa

Medio MSBS Seleccion con Basta® y
+ proliferacién de callos
2mg. "Basta® transformados
+

Cuantificacion de proteinay medicion
de actividad pirofosiatasa en callo
silvestre (WT) y ransformado(4-YFF)

. !
Medio MSES
Condiciones de estrés para El i::um o
obtencidn dﬁpﬁ:uﬂ;m esen calo ||=— 40 mM Nacl
L Obscuridad

Disolventes usados:

Hexano Exdraccion de capsaicinoides
Cloroformo en calloy medioliquida
Acetato de efilo
MMetanol

Andlisis de extractos obtenidos por
TLC para seleccion del mejor
disolvente

+

Andlisis de extractos obtenidos
(AXIONE 2 TOF MS)

Metanol 2 Callo
Acetato de efilo =

Medio liquido

Figura 7. Ruta experimental seguida para la obtencion de callo de C. annuum L. silvestre (WT), su
transformacion genética (4-YFP) y para el andlisis en la acumulacion de capsaicina y dihidrocapsaicina.
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5.1. Material bioldgico

La obtencién de plantas in vitro y el cultivo de callos se realiz6 en colaboracion con

Zaragoza-Pérez, siguiendo los protocolos reportados (Zaragoza-Pérez, 2016).

Para la obtencion de plantulas en condiciones asépticas se utilizaron semillas de chile

serrano (Capsicum annuum L.) variedad tampiquefa.

El pldsmido usado para llevar a cabo la transformacion genética fue la serie pEarlyGate
100 obtenido de bacterias de E. coli DH5a proporcionadas por el laboratorio 115. Esta
construccion se realizé insertando el gen de la pirofosfatasa inorganica soluble 4 de
Arabidopsis thaliana, un gen con resistencia al herbicida Basta® (glufosinato de amonio)
y otro gen reportero que sintetiza una proteina amarilla, con un promotor 35 S del virus

del mosaico de la coliflor (35S::AtPPasa4-YFP), como se puede observar en la figura 8.

Kan BaR

Gen de (_Sen d?
resistencia a resn;tenc:a a
Kanamicina asis
358
Promotor de
virus de la
Vectores de coliflor <] YFP(104)

transformacion de plantas
pEarleyGate serie 100

GATEWAY

Proteinas fluorescentes
amarillas, cian o verdes

/_M
YFP-HA (101)
CFP-HA(102)
GFP-His(103)

Secuencia de
terminacion

RB} ocs ¥

Figura 8. Mapa general del vector de expresion transitoria pEarleyGate serie 100 usado para
la transformacion genética de callos de C. annuum L. Tomado y modificado de Navarro de la
Sancha (2009).
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5.2 Cultivo de tejidos vegetales

38

5.2.1 Desinfeccion de semillas

Las semillas se colocaron en remojo por 24 h utilizando agua desionizada estéril,
luego, bajo condiciones asépticas, se sumergieron las semillas en alcohol al 70%
durante un minuto y se dieron tres enjuagues con agua desionizada estéril.
Después, se sumergieron en una solucién de hipoclorito de sodio comercial al 30
% (v/V) + Triton™ X-100 (3 gotas por cada 250 ml de solucién) durante 15 minutos
con agitacion suave ocasional y se procedié a dar tres enjuagues con agua

desionizada estéril.

5.2.2 Germinacion de semillas y obtencion de plantulas en condiciones
asépticas

Las semillas desinfectadas se colocaron en un medio de germinacion (Zaragoza-
Pérez, 2016) que contenia sales inorgadnicas MS (Murashige y Skoog, 1962) al
100%, 30 g.I"* de sacarosa, 2 mg.I'* de glicina, 2 mg.I"* de acido giberélico y 3.3
g.I'" de Gelzan; se sembraron 7 semillas por frasco y se pusieron a incubar en un
cuarto con ambiente controlado, con fotoperiodo 16 horas luz / 8 horas obscuridad,
a una temperatura de 23°C + 2°C y se dejaron crecer las plantas alrededor de 15
a 18 dias.

5.2.3 Induccién y proliferacion de callo

El medio utilizado para la induccién y proliferacion de callo (MSB5) se prepar6 a
partir de soluciones concentradas 100X del medio MS (Murashige y Skoog, 1962)
suplementado con vitaminas (ver Anexo I-A) llamadas vitaminas B5 (ver Anexo I-
B) al 100%, 30 g.I'* de sacarosa, 2 mg.I'* de adenina, 2 mg.I"* de 2,4-D, 200 mg.I-
1 de caseina, 1 g.I'* de PVP, acido citrico y &cido ascérbico 100 mg.I"* de cada

unoy 8 g.I't de agar gel.



El explante utilizado para la obtencion de callo fue el hipocétilo, el cual se cort6 en
segmentos de 0.5 cm de largo y se colocaron los segmentos en cajas Petri de
plastico de 100 x 15 mm conteniendo 15 ml de medio MSB5, para llevar a cabo la
induccion de callo. Para llevar a cabo la proliferacion, se coloco el callo obtenido
en frascos de 50 ml que contenian 30 ml de medio MSB5, se realizaron subcultivos
cada 15 dias durante 3 meses hasta obtener la cantidad de callo deseado,
después de este tiempo, los subcultivos se hicieron cada mes para el
mantenimiento de los callos. Todos los cultivos se incubaron en condiciones de

fotoperiodo de 16 h luz / 8 h obscuridad y a una temperatura de 23°C + 2°C.

5.2.4 Transformacion genética por biobalistica

Con forme a las condiciones de transformacion planteadas en la tesis de
licenciatura de Zaragoza-Pérez (2016), se utilizaron callos con 8 dias de subcultivo
previo en medio MSB5, los cuales se pasaron un dia antes de llevar a cabo el
bombardeo a cajas Petri con medio MSB5 que contenia 0.5 g.I'* de gel de agar
extra en las cuales se colocd una monocapa de callo de aproximadamente 1 cm

de diametro.

Para los tratamientos de transformacion genética se utilizaron balas de tungsteno
de 0.4 um del laboratorio 116 (CTV) a los cuales se les afiadi6 el plasmido de

interés 35S::AtPPasa4-YFP siguiendo la metodologia descrita en el Anexo II.

Para el bombardeo se utilizé una cAmara de alta presion de Bio-Rad modelo PDS-
1000 y las condiciones 6ptimas reportadas en la tesis realizada por Zaragoza

Pérez (2016) que correspondieron a:

» Presion de 1100 psi.
» Distancia Macrocarrier—Disco de ruptura 3 cm.

> Distancia Macrocarrier—Callo 12 cm.
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» Tamafo de bala de tungsteno 5M (0.4 um).

» 2 disparos.
Se llevaron a cabo 3 repeticiones de un control negativo en el cual se utilizaron las
mismas condiciones de bombardeo, sustituyendo el plasmido por adicién de agua

desionizada estéril.

Se hicieron 6 repeticiones con el plasmido de interés el cual contenia la
pirofosfatasa inorganica soluble 4 de Arabidopsis thaliana y una proteina

fluorescente color amarillo (4-YFP).

A los 5 dias de realizarse la transformacion genética de callos por biobalistica,
estos se observaron en el microscopio confocal de fluorescencia (40x)
FluoView™1000 marca OLYMPUS perteneciente a la Unidad de Servicios de
Apoyo a la Investigacion y a la Industria (USAII), para detectar la presencia de la

proteina reportera fluorescente color amarillo (4-YFP) en las células.

Se procedié a la seleccion de los callos transformados durante 2 meses
colocandolos en medio MSB5 con 2 mg.It de herbicida Basta® y, posteriormente,
se llevaron a cabo subcultivos en el medio MSB5 para la proliferacién de dichos

callos.

5.3 Medicion de proteina y actividad pirofosfatasa de callos

5.3.1. Preparacion de la muestra

Se pesaron 7 g de callo fresco sin transformar (WT) y callo transformado con la
construccion de interés 35S::AtPPasa4-YFP (4-YFP) obtenido de hipocatilos.

Todo el callo se congelo con nitrégeno liquido y se pulverizé con ayuda de un mortero, el
polvo obtenido se mezcld con 15 ml de buffer pH 7.5 preparado con TRIS 0.1 M, EDTA
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1.0 MM y MgCl2 3.0 mM, agregando 1 pastilla de Complete™ de ROCHE® por cada 50
ml de buffer para inhibir proteasas. La mezcla se centrifugé 20 min a 4°C, 20 000 xg.

Se dializ6 el sobrenadante obtenido de ambos callos (WT y 4-YFP) en una membrana
para dialisis contra 100 vol. de buffer con TRIS, EDTA y MgClz agitando durante 24h. Se
concentraron las muestras dializadas colocandolas las bolsas de didlisis sobre
polietilenglicol 35 000 (PEG 35 000) y polvo de poliacrilato-polialcohol. El volumen de las

muestras se redujo a 6.5 ml de extracto total.

5.3.2. Cuantificacién de proteina

La determinacién de proteina soluble en los extractos se realizé mediante la técnica de
Bradford modificada de Zor y Seelinger (1996). En este método debe prepararse el
reactivo Bradford disolviendo 100 mg de azul brillante de Coomasie G-250® en 50 ml de
una disolucion de EtOH al 95 % v/v, posteriormente se agregaron 100 ml de H3PO4 al 85
% p/v y se aforé a 1000 ml. Se uso6 una curva patrén usando diluciones estandar de BSA
(albimina sérica bovina) 0 a 12 pg.pl* (0 a 10 pl de solucién stock con una concentracion
de 12 mg.I't) y 150 pl de reactivo Bradford. La medicién de proteina de las muestras se
realizé mezclando una alicuota de 5 pl de muestra, 95ul de agua desionizada y 150 ul de
reactivo Bradford, a una longitud de onda de 595 nm, en un lector de placas de Elisa
BioRad Benchmark®

NOTA: La proteina precipita a los 20 minutos de haber agregado el reactivo Bradford por
lo que las mediciones deben hacerse antes de este tiempo.
5.3.3. Electroforesis SDS-PAGE

Previamente se midio la concentracion de proteina con el método Bradford para poder
llevar a cabo la electroforesis SDS-PAGE y comparar las proteinas encontradas en las
muestras de callo WT y 4-YFP.
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Se prepararon geles de poliacrilamida con la siguiente composicibn como se muestra en
la Tabla 3.

Tabla 3.Composicion de los geles de poliacrilamida utilizados para la electroforesis
desnaturalizante SDS-PAGE.

DISOLUCION GEL SEPARADOR GEL CONCENTRADOR
Acrilamida 30% / Bis-
acrilamida 8%

Amortiguador para gel
separador 2.5 ml 0 ml
(Tris-HCI 0.75 M pH 8.8)

Amortiguador para gel

4 ml 0.67 ml

concentrador O ml 1.25 ml
(Tris-HCI 0.5 M pH 6.8)
SDS 10% 0.1 ml 0.05 ml
Agua destilada 3.35 ml 3ml

Desgasificar la disolucién con vacio durante 10 minutos

TEMED 5l 25 pl

Persulfato de amonio 10 % 50 ul 25 ul

El gel se corrié aplicando un potencial eléctrico de 60mV por un periodo de 30 minutos y

120 mV por un periodo de 1 hora con 30 minutos.

Se carg6 en cada carril del gel 11.7 pg de proteina y se realizé por triplicado para cada
muestra (WT y 4-YFP).

Se realizé una tincion con plata para revelar el gel y se document6 con un sistema de

procesamiento de imagenes ChemiDoc de BioRad®.
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5.3.4. Medicion de la actividad de pirofosfatasa

La medicion de la actividad hidrolitica de la enzima pirofosfatasa (PPiasa) se efectué a
partir de la concentracién del producto (PO4%) liberado por minuto. Los ensayos se
llevaron a cabo en placas tipo ELISA de 96 pozos. Los ensayos deben realizarse por
triplicado en presencia y en ausencia de MgClz 6.0 mM hasta obtenerse una dilucion final
del buffer al 50 %. Se colocaron 10 pl de muestra y esta se incub6 por un periodo de 30
minutos (actividad esperada para la proteina), transcurrido los cuales se adicion6 un

volumen de 200 pl del reactivo verde de Malaquita (VM).

El reactivo se preparé empleando 2 ml de una disolucién de HCI 2 M de la N,N, N*, N',-
tetrametil-4,4-diaminotrifenilcarbeno o verde béasico 4 al 0.45 % (v/v), al cual se le adiciono
1 ml de NaCl 4 M con el detergente Brij® al 3 %. Una vez afectado el proceso de la
reaccion, se incubd durante 10 min adicionales, antes de determinar mediante
espectrometria la concentracién de fosfato en la mezcla de reaccion, a la longitud de
onda de 595 nm, en un lector de placas de Elisa Epoch Biotek™.

Para determinar la cantidad de PO4* producida, se realizd paralelamente una curva
patrén a partir de una disolucion de NazHPO4 0.1 mM, (que se mantuvo almacenada a -
20 °C, en alicuotas) muestras de 25ul de concentraciones finales desde 0.2 nmol hasta
20 nmol de ortofosfato. Las disoluciones fueron mezcladas con 25ul de amortiguador de
ensayo y 200 pl de verde de malaquita (VM) y su absorbancia leida en el

espectrofotometro

La actividad se determiné como cantidad de producto acumulada durante la incubacién,
dividida por el coeficiente estequiométrico de la reaccion (2) y en tiempo transcurrido de
la reaccion (30 min).
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. i nmol,_ 1, fPO,[nmol]
A) Actividad pirofosfatasa] i ]—(2) fiempo[min]
- e " 17 1, (PO4[pmol] 1
B) Actividad especifica[p mol min™“mg prot ]_(2)\tiempo[min] . protaplicada)

Esquema 1. Célculo de la actividad de pirofosfatasa (A) en el ensayo y (B) especifica.

5.3.5. SDS-PAGE - Inmunoblot

Se tomaron 7 g (peso fresco) de callo WT y 4-YFP cada uno, el callo se colocé en un
mortero y con ayuda de nitrdgeno liquido, se congelaron las muestras para ser
pulverizadas hasta obtener un polvo. Para 1 g de tejido pulverizado se agregaron 4 ml de
buffer TRIS-HCI pH 7.5 que contiene Tris-HCI 0.1 M, EDTA 1 mM, MgCl2 3mM y 1 pastilla
de inhibidor de proteasas Complete™ de ROCHE® por cada 500 ml de buffer. La mezcla
se centrifugd a 15 000 xg por 30 min a 4°C. Se recupero6 el sobrenadante y se llevo a
cabo la cuantificacion de proteina mediante el método Bradford. Se llevé a cabo la
separacion electroforética mediante un gel SDS-PAGE 12 %. Para el Western blot o
inmunoblot, las proteinas separadas en el gel de poliacrilamida-SDS fueron transferidas
a una membrana de nitrocelulosa usando una solucién que contenia Tris 25mM pH 8.4
con glicina 192 mM, SDS 3.5 mM, metanol 15% (v/v). Para permitir el reconocimiento por
los anticuerpos, se us6 como anticuerpo primario el anti-GFP (Santa Cruz) en una dilucién
de 1/5,000 con buffer PBS 1x, Tween 0.3% y leche en polvo al 5 %, se incubé toda la
noche. Para el caso del anticuerpo secundario se uso el anti-IlgG de conejo conjugado
con peroxidasa en una dilucion de 1/10 000 con buffer PBS 1x, Tween 0.3 % y leche en
polvo al 5 %, se incubo por 1 h. Las membranas fueron reveladas usando el kit
guimioluminiscencia Inmobilon™ Western de Millipore® y se registro el resultado con un

sistema de procesamiento de imagenes ChemiDoc de Biorad®.
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5.4 Tratamientos de estrés para cultivo de agregados celulares

Se llevaron a cabo diferentes tratamientos de estrés como se presenta en la Tabla 4 para

ambos callos silvestre (WT) y transformado (4-YFP).

Tabla 4. Tratamientos utilizados para induccion de estrés a cultivo de agregados
celulares.

Nombre del Medio Concentracion Condiciones No. Cita
tratamiento de NacCl de incubacién Repeticién bibliogréfica
cultivo
) 16 hluz/8h

Fotoperiodo - obscuridad 3 -
Obscuridad - 24 h obscuridad 3 Welathers et
Fotoperiodo | (liquido) 16 hluz/8h Kehie et al,

+ NacCl A0 ik obscuridad 2 2012
Obscuridad .

+ NaCl 40 mM 24 h obscuridad 3 -

Nota: Cada tratamiento se hizo por triplicado, colocando 2 g de callo fresco en matraces de 50 mL que
contenian 25 ml del medio, se incubaron en agitacién a 100 rpm y una temperatura de 23°C + 2°C durante
15 dias.

5.5. Curva de crecimiento para cultivo de agregados celulares en tratamientos de
estrés
Para caracterizar el crecimiento de los callos silvestre (WT) y transformado (4-YFP)
durante los 15 dias de tratamiento se realizé una curva de crecimiento en la cual, se

obtuvo por triplicado el peso seco del callo durante los dias 0, 5, 9y 15.

Se separ6 el callo del medio liquido por medio de filtracién a presion reducida con
Bilchner, se deshidrato el callo a una temperatura de 27°C + 2°C para obtener el peso
seco del callo y al terminar la cinética se calcul6 el promedio y desviacion estandar de los
datos, para generar la cinética de crecimiento durante los 15 dias de monitoreo con ayuda

de Excel.
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5.6. Extraccion de metabolitos secundarios y analisis por cromatografia en capa fina
(TLC)

46

Se utilizaron los agregados celulares de callos silvestres (WT) y trasformados (4-
YFP), que fueron sometidos a los diferentes tratamientos de estrés (control,
obscuridad, NaCl y NaCl+Obscuridad) durante 15 dias.

Se llevé a cabo una extraccion secuencial con disolventes siguiendo la polaridad de
estos iniciando con el menos polar hasta llegar al mas polar y, con ello, seleccionar el
disolvente mas adecuado para llevar a cabo los analisis fitoquimicos posteriores, se

realiz6 por duplicado.

Los disolventes utilizados tanto para los agregados celulares como para la placenta

del fruto de chile serrano fueron: hexano = cloroformo = acetato de etilo = metanol.

Asi mismo se hicieron analisis fitoquimicos al medio de cultivo y se utilizaron los

disolventes: hexano = acetato de etilo.

Se separé el callo tanto silvestre (WT) como transformado (4-YFP) del medio de

cultivo por filtracion a presion reducida con Buchner

El callo se puso a macerar en cada uno de los disolventes durante 3 dias en una

relacion de 10 ml de disolvente por 1 g de peso fresco de callo.

Se realiz6 la misma metodologia para 1 g de placenta de chile serrano obtenido en

forma comercial.

Para el medio liquido se uso una relacion de 1 ml de disolvente por 1 ml de medio de

cultivo y se separ6 con ayuda de un embudo de separacion.

Los disolventes fueron evaporados a presiéon reducida con un rotavapor a 50°C y el

extracto fue resuspendido con el mismo disolvente usado para la extraccion y se



colocé en viales de vidrio etiquetados para usarlos en la cromatografia en capa fina
(TLC)

Para el estandar se utilizé capsaicina con una pureza 295% de la marca SIGMA® y

se preparo6 colocando 10 mg de capsaicina en 1000 ul de etanol absoluto.

Los extractos obtenidos se analizaron por TLC colocando 15 pl de extracto en cada
carril y 2 ul del estandar. Se utilizaron cromatoplacas de silicagel 60 F2s4 de la
empresa MERCK™ de una medida de 10 x 15 cm y como fase mévil se us6 una
mezcla de acetato de etilo:hexano en una proporcién de 6:4 (v/v) y se revel6 con
vapores de iodo.

5.7. Extraccion de metabolitos secundarios y analisis usando espectrometria de
masas: AXION 2 DSA TOF MS®.
Los extractos obtenidos de los agregados celulares WT y 4-YFP que fueron sometidos
a los diferentes tratamientos de estrés (Control, Obscuridad, NaCl,
NaCl+Obscuridad), se analizaron con el espectrometro de masas de PerkinElmer
modelo AXION 2 DSA TOF MS® (Direct Sample Analysis 2 Time-of-Flight Mass
Spectrometer).

Se separ6 el medio de cultivo de los callos por medio de filtracion al vacio, se dejo

secar el material biolégico a 37°C + 2°C.

Para el callo seco se usé metanol grado HPLC 10 ml por 1 g de peso seco y se dejo
macerar por 1 hora, se separ6 el callo por medio de filtracién al vacié y se centrifugd
durante 15 min a 4°C, 10 000 xg. El extracto obtenido se concentrdé con presion
reducida a 50°C usando un rotavapor y el extracto se recupero6 con diclorometano en
viales previamente pesados para obtener por diferencia de peso el peso del extracto

dejando evaporar completamente el disolvente a temperatura ambiente.
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Para el medio liquido se uso acetato de etilo en una relacién de 1 ml de disolvente por
1 ml de medio liquido y se separd con ayuda de un embudo de separacion, se realizé
por triplicado. El extracto se concentro por medio de presion reducida a 50°C usando
un rotavapor y el extracto se recuperd con acetato de etilo en viales previamente
pesados para obtener por diferencia de peso el peso de extracto dejando evaporar

completamente el disolvente a temperatura ambiente.



VI. RESULTADOS Y DISCUCION
Obtencién de callo de C. annuum L. (chile serrano)

Las plantulas de chile de 18 dias (Figura 9-A) se usaron para disectar segmentos de 0.5
cm de largo del hipocatilo, que se sembraron durante 15 dias en medio MSB5. La Figura
9-B muestra el crecimiento de una masa proliferante de células, conocida como callo. El
crecimiento mas abundante fue en los extremos del explante ya que es en esa zona
donde se llevé a cabo un corte y este tipo de células suelen producirse en respuesta a
una lesién (Walker & Rapley, 2008).

Para lograr el crecimiento del callo, fue necesario hacer subcultivos cada 15 dias durante
3 meses en el medio MSB5 bajo condiciones controladas de fotoperiodo de 16 horas luz
/ 8 horas obscuridad, a una temperatura de 23°C = 2°C. Pasado este tiempo, los
subcultivos se realizaron cada mes. Esto permite suministrar medio fresco, evitando el
agotamiento de los nutrientes y la deshidratacion del mismo, lo que conduciria a la muerte
del cultivo (Agrawal, Chandra &. Kothari, 1989).

El callo mantenido bajo subcultivos periédicos fue blanquecino, friable y de crecimiento
rapido como se observa en la Figura 10. Este material resultd competente para la
transformacién genética por biobalistica, de acuerdo con los objetivos planteados en este

trabajo.

Todo esto debe mantenerse en condiciones asépticas, ya que de esta forma se evita el
crecimiento de microorganismos, caracteristica importante en la técnica del cultivo de
tejidos vegetales, debido a que los microorganismos pueden impedir el crecimiento de
las plantas y los callos al competir por los nutrimentos del medio de cultivo (Segretin,
2006).
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Figura 9. (A) Plantas de C. annuum L. en condiciones asépticas para la obtencion de callo. (B)
Induccién de callo utilizando como explante el hipocétilo de plantas de Capsicum annuum L. crecidas
durante 18 dias, se observa mayor crecimiento de callo en las zonas de corte (parte superior e inferior

de cada segmento).

Figura 10. Callo obtenido después de realizar subcultivos periddicos en medio de cultivo fresco, con
las caracteristicas tipicas que debe tener el callo de C. annuum L.
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Transformacion genética de callos por medio de Biobalistica

La transformacion genética de plantas dicotiledoneas suele realizarse con el plasmido Ti
modificado de Agrobacterium tumefaciens, y empleando la bacteria como medio para la
insercion del material en el genoma. Mas recientemente, la biobalistica ha ganado terreno
para introducir DNA extrafio en células vegetales tanto en plantas monocotiledéneas,

como en plantas dicotiledoneas.

En el caso del género Capsicum los reportes se han centrado en el uso de Agrobacterium
para introducir modificaciones genéticas dirigidas a conferir resistencia a infecciones por
hongos fitopatdgenos, bacterias o virus. Sin embargo, los avances de la investigacion en
esta area han sido pocos debido a la baja eficiencia en la transformacion genética de
estas plantas, al hecho de que no todos los genotipos son susceptibles de transformacion
y a que la regeneracion de plantas a partir de callo no ha dado buenos resultados (Kothari
et al., 2010).

Por ello en la tesis realizada por Zaragoza-Pérez en el 2016, se establecieron las
condiciones para obtener callos de C. annuum L., “serrano” susceptibles de
transformacién genética y en este trabajo se probaron diferentes distancias, tamafio de
bala y nimero de disparos, para mejorar la eficiencia de transformacién del tejido. Los
mejores resultados se obtuvieron al realizar 2 disparos al tejido con microproyectiles de
0.5 um a una distancia de 12 cm entre el Macrocarrier y el callo, esto fue evaluado de
forma cualitativa al observar las células a los 5 dias con el microscopio confocal y, como
se muestra en la Figura 11-B, se observé la fluorescencia la da la proteina YFP, la cual
emite luz de color amarillo, teniendo como control, células que fueron bombardeadas sin
el plasmido de interés como se puede ver en la Figura 11-A, de esta forma se confirmo

la presencia del plasmido de interés dentro de las células.
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LE¥ 24l N 4
Figura 11. Imagenes de microscopia confocal a los 5 dias de realizar el bombardeo. (A) Control
negativo de células de Capsicum annuum L. bombardeadas sin agregar el plasmido de interés (40X).
(B) Células de C. annuum L. bombardeadas con el plasmido de interés que contenia la pirofosfatasa
inorganica soluble 4 de Arabidopsis thaliana y una proteina fluorescente color amarillo 35S:AtPPasa4-
YFP (40X).

Los callos sometidos a la transformacion genética se pusieron en un medio de seleccion
el cual contenia 2 mg It de BASTA™ que contiene como principio activo glufosinato de
amonio que se usa como un herbicida de contacto no selectivo. Este compuesto es un
analogo de glutamato e inhibe la glutamina sintetasa, que provoca en la planta una rapida
acumulacion amoniaco, conlleva a un agotamiento de glutamina y varios otros
aminoacidos presentes en las plantas, reduce la fijacion fotosintética de CO2, causa

clorosis y desecacién de la célula vegetal (Hoerlein, 1994).

En aquellas plantas que no poseen resistencia natural a este herbicida, solo las células
gue expresan el gen de resistencia a Basta™ pueden sobrevivir en el medio de seleccion.
De esta manera, es posible obtener un cultivo homogéneo en lo que respecta a la
transformacion, a pesar de que la biobalistica no garantiza la transformacion del 100%

de las células.
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Medicidn de proteinay actividad pirofosfatasa en callos

Se llevo a cabo la extraccion para cuantificacion de proteina y medicion de actividad
pirofosfatasa, para encontrar diferencias entre callos silvestres (WT) y callos
transformados (4-YFP).

En la Figura 12 se observa la fluorescencia de los extractos crudos de proteina soluble
recuperados de callos silvestres (WT) o transformados con la construccion (4YFP). Se
comprobd que el buffer de extraccion no confiere fluorescencia a los extractos y que, los
extractos mas brillantes fueron los recuperados de los cultivos bombardeados con el
plasmido 35S::AtPPA4-YFP, aunque esta fluorescencia solo se observa después de
centrifugar los extractos y someterlos a una didlisis. Los extractos vegetales suelen tener
una cierta fluorescencia basal debida a las flavoproteinas, compuestos fendlicos y
fragmentos de la pared celular. Sin embargo, los extractos de callos transformados (4-
YFP), fluorescen con mas intensidad, en concordancia con la expresion esperada de la

proteina fluorescente en callos silvestres (WT).

Extracto crudo Extracto centrifugado Extracto dializado Buffer de
A-YFP 4-YFP WT 4-YFP extaccion

WT
e » — e e B . = -
‘F‘j o s ¥F 5w

y

Figura 12. Fluorescencia de extractos obtenidos para calcular cantidad de proteina y actividad
pirofosfatasa de callos de C. annuum L. silvestre (WT) y transformado (4-YFP).
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Para medir la concentracion de proteinay la actividad pirofosfatasa (PPiasa), se utilizaron
los extractos dializados, cada ensayo fue realizado por triplicado y de acuerdo con los
valores obtenidos, en la Figura 13-A se observa que hay una menor cantidad de proteina
en los extractos correspondientes al callo 4-YFP (0.726 + 0.193 mg proteina QPeso Fresco™)
con respecto al extracto del callo WT (1.194 + 0.137 mg proteina pPeso Fresco™). Pero al
cuantificar la actividad PPiasa especifica, se observé una mayor actividad en el callo 4-
YFP con respecto a la muestra de callos WT (Figura 13-B), esto se podria correlacionar
con la sobreexpresion de la proteina de A. thaliana, pero también podrian existir cambios

compensatorios en la expresion de otras isoformas, por lo que el dato no es concluyente.

A Cuantificacion Proteina en callo de C. B Actividad Especifica PPiasa en callo de
annuum L. C. annuum L.
1.400 —
I B.000
25
= 1.200 &~ 7m0
s 312
F 1.000 T4 6000
i £
= o
= 0,800 ™ 0
o =
S ﬁé 4.000
§ 0.600 €9
< £E 1000
£ 0.400 e
& 2.000
£ 0.200 oo
O 0,000 0.000 .
1.154 0.726 4277 6.812
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Figura 13. Resultados para callos de C. annuum L. WT y 4-YFP de (A) mgprot gpr! cantidad de proteina
con respecto al peso fresco de tejido extraido; y (B) Actividad especifica de pirofosfatasa que se calculd
tomando en cuenta los valores dependientes de Mg?* restando el fosfato hidrolizado en ausencia de Mg?*
del valor obtenido en su presencia.

Para comparar posibles cambios en el patron de proteinas se separo la proteina de las
muestras por SDS-PAGE (Figura 14). Se puede observar un aumento relativo en la

intensidad de la banda a la altura de ~20 kDa, pero no de la banda esperada de 52 kDa
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para la proteina de fusion. Esto no resulta sorprendente, en virtud de la complejidad del

proteoma vegetal y de la limitada resolucion de la electroforesis unidimensional.

Marcador
PM 4-YFP

Figura 14. Gel de electroforesis SDS-PAGE. Contenido por carril de 11.7 pug de proteina en extractos
dializados para callo 4-YFP y WT que se llevé a cabo por triplicado. Tincién con plata.

SDS-PAGE = Inmunoblot

Para tener la certeza de que los callos transformados genéticamente estuvieran
expresando la proteina de interés la cual estaba fusionada a YFP aun después de llevar
a cabo los subcultivos para su proliferacion, se realiz6 una Inmunoréplica usando el
anticuerpo anti-GFP y como se observa en la Figura 15, hay una banda en el peso
esperado de 45 a 50 KDa unicamente en los carriles que correspondian a las muestras
obtenidas del callo transformado genéticamente (AtPPa4-YFP), de esta forma se
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comprobd que sigue presente la proteina de interés y que se mantiene estable al no

presentarse una degradacion de la banda.

Debido a que los callos estdn compuestos en su mayor parte por agua, los extractos
obtenidos tenian muy poca proteina, por lo cual, fue necesario exponer por un largo
periodo la membrana a la quimioluminiscencia y de esta forma se logré observar la banda
de interés. Se observa la presencia de una banda de mayor peso molecular (75 kDa
aproximadamente), mismo comportamiento que se observa en un estudio anterior
realizado por Gutiérrez-Luna y colaboradores en el 2016 en el cual se utilizaron plantas
de A. thaliana transformadas con diferentes pirofosfatasas, lo cual nos dice que este
comportamiento se da al expresar una pirofosfatasa en plantas, pero no hay mas
evidencia que explique la presencia de estas bandas al realizar una Inmunoréplica de

estos extractos.

AtPPad-YFP  AtPPad-YFP WT wT

: 7 S0 “,;2 “,"-.‘ '.'-‘ ,..Il.v..’-'-v:~ "‘( A ‘-.' A% r .'v"':

Figura 15. Inmunoréplica tipo western de extracto proteico soluble de callo de C. annuum L.
transformado (4-YFP) y silvestre (WT) en el que se detecta la proteina de fusion (PPiasa 4 de A.
thaliana) expresada en callos de C. annuum L. transformados genéticamente por medio de biobalistica

usando el anticuerpo anti-GFP, la banda se observa en 50 kDa.
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Tratamientos de estrés para cultivo de agregados celulares

Se sabe que la obtencion de metabolitos secundarios en cultivo de tejidos celulares de
C. annuum L. es mucho mas baja que la que se obtendria del fruto de estos, es por esto
que se han llevado a cabo diversos estudios para aumentar la produccion de
capsaicinoides en cultivo de tejidos celulares en C. annuum (Kehie et al., 2014), una de
las estrategias que mas se usan es el someter a estrés los cultivos celulares, ya que de
esta forma activan el metabolismo secundario de las células, para este trabajo se decidio
utilizar el estrés osmaotico, simulando uno de las condiciones de estrés mas comunes que
sufren las plantas cuando hay deficiencia de agua debido a las sequias, y otro es el estrés
causado por deficiencia de luz, ya que sabemos que la luz es esencial para el crecimiento

y funcionalidad de las plantas.

Después de llevar a cabo la proliferacion del callo transformado (4-YFP), se probaron
diferentes tratamientos para aumentar la produccion de capsaicina en los callos tanto WT
como 4-YFP, se usé medio de cultivo liquido para que el callo estuviera en contacto
directo durante los 15 dias con las condiciones de estrés, como tratamiento control, se
dejaron callos en condiciones normales de crecimiento usando el medio MSB5 liquido
con condiciones de fotoperiodo de 16 h luz / 8 h obscuridad, el cual se denominé como

tratamiento Fotoperiodo.

Para los tratamientos de estrés, se provoco el estrés osmotico a las células (tratamiento
Fotoperiodo + NaCl), para hacer esto se us6 cloruro de sodio (NaCl) en una
concentracion de 40 mM ya que en el estudio realizado por Kehie et al. (2012) probaron
diferentes concentraciones de sal y azlcar para inducir un estrés osmaético y observaron
que a la concentracion de 40 mM de NaCl las células aumentan la produccion de
capsaicina, pero sin causar muerte a las células debido al estrés. Se asigno un periodo

de estrés de 15 dias, ya que en el estudio mencionado es en este periodo de tiempo
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cuando se obtenia la mayor sintesis de capsaicinoides y pasando este tiempo

comenzaba a disminuir la produccion de estos compuestos.

Otro tratamiento utilizado fue la ausencia de luz (tratamiento Obscuridad), ya que el
estudio realizado por Weathers et al. (1992), encontraron que la luz puede inhibir la
produccion de capsaicinoides.

Por ultimo, se decidié usar las dos condiciones de estrés en un mismo tratamiento
(tratamiento Obscuridad + NaCl), para comprobar si se interferian, tenian efecto aditivo

0 sinérgico.

Durante los 15 dias que duraron los tratamientos, se monitore6 el crecimiento de las
células y se puede ver en la Figura 16 que el callo WT tiene un crecimiento constante
durante los 15 dias tanto en el tratamiento Fotoperiodo como en los tratamientos de

estrés llegando a crecer mas del doble en este periodo que duré el tratamiento.

En el caso del callo 4-YFP se observa en la Figura 17 que en los primeros 9 dias su
crecimiento es lento, pero después de los 15 dias aumenta su peso casi al doble del peso
inicial, esto se puede apreciar para todos los tratamientos, de esta forma podemos ver
que, aungue las células estén sometidas a condiciones de estrés, éste no es letal al

mostrar que la acumulacion de biomasa no esté afectada.
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Curva de crecimiento peso seco callo WT de C. annuum L.
sometido a diferentes tratamientos
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Figura 16. Caracterizacion del crecimiento de callos de C. annuum L. silvestres (WT) en medio liquido,
para observar su comportamiento cuando son sometidos a diferentes tratamientos durante 15 dias.

Cada punto en la cinética de crecimiento se realiz6 por triplicado.

Curva de crecimiento peso seco callo 4-YFP de C. annuum
L. sometido a diferentes tratamientos
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Figura 17. Caracterizacién del crecimiento de callos de C. annuum L. transformados genéticamente (4-
YFP) en medio liquido, para observar su comportamiento cuando son sometidos a diferentes

tratamientos durante 15 dias. Cada punto en la cinética de crecimiento se realizé por triplicado.

59



Otra forma en la que se manifesto el estrés al que estaban sometidas las células fue en
la apariencia de los agregados celulares, ya que a los 15 dias de tratamiento en la Figura
18 se observa que los conglomerados de células WT presentaban un oscurecimiento y,
aunque se observa oscurecimiento en el tratamiento Fotoperiodo (Figura 18-A), hay
mayor oscurecimiento en las células que estan sometidas a los tratamientos de estrés,
siendo mas notorio en aquellos tratamientos con 40 mM de NacCl (tratamiento Fotoperiodo
+ NaCl Figura 18-B y tratamiento Obscuridad + NaCl Figura 18-D). Dicho oscurecimiento
nos indica una oxidacién celular, que suele presentarse en las células vegetales in vitro,
cuando las condiciones no son adecuadas para el crecimiento 6ptimo. La oxidacion se
debe a compuestos fendlicos cuya formacion esta catalizada por la enzima polifenol
oxidasa (PPO), capaz de generar quinonas muy reactivas, que causan dafo celular y

pueden llevar a la muerte del tejido (Azofeifa, 2009).

En contraste, para el caso de los callos 4-YFP (Figura 18-E; 18-F: 18-G y 18-H) no se
observa evidencia de oxidacion, es decir, no hay cambio en la coloracion de ninguno de
los tratamientos. Lo anterior sugiere que la transformacién genética de los callos con la
construccion que sobrexpresa la pirofosfatasa inorganica soluble de A. thaliana y/o su
seleccion alteran la respuesta a condiciones de estrés salino y ausencia de luz,
reduciendo la expresién de las PPO. Estudios anteriores realizados con A. thaliana,
demuestran que las mutantes nulas en algunas de las isoformas de pirofosfatasa
inorganica soluble, activan ciertos mecanismos de respuesta al estrés en forma
anticipada y sufren menos dafio por efecto del estrés (Perales-Bafios, 2008; De
Villafranca-Casas, 2011). No obstante, la sobreexpresion de la pirofosfatasa inorganica
soluble de Escherichia coli en el floema de plantas de tabaco conduce a alteraciones en
el metabolismo de los carbohidratos con acumulacién de azucares solubles en las hojas
y un crecimiento atrofiado (Geigenberger et al., 1996) Adicionalmente, la sobreexpresion
de una pirofosfatasa inorganica de protones (H*-PPasa) vacuolar en plantas de tabaco y
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en otras especies de plantas aumento su tolerancia a la deficiencia de fosforo, al estrés
por salinidad, o por sequia (Li et al., 2014; Li et al., 2010).

Todo lo anterior indica que, las alteraciones en la expresion de las pirofosfatasas, esta

relacionada con la capacidad de las plantas para adaptarse a condiciones de estres.

Figura 18. Crecimiento de agregados celulares en suspensién en diferentes tratamientos durante 15
dias. (A) Células de callo WT en tratamiento Fotoperiodo. (B) Células de callo WT en tratamiento de
Obscuridad. (C) Células de callo WT en tratamiento Fotoperiodo + NaCl. (D) Células de callo WT en
tratamiento Obscuridad + NaCl. (E) Células de callo 4-YFP en tratamiento Fotoperiodo. (F) Células de
callo 4-YFP en tratamiento Obscuridad. (G) Células de callo 4-YFP en tratamiento Fotoperiodo + NaCl.
(H) Células de callo 4-YFP en tratamiento Obscuridad + NaCl.
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Extraccion de metabolitos secundarios y analisis por cromatografia en capa fina
(TLC)

Para llevar a cabo la extraccion de metabolitos secundarios de callos de C. annuum L. se
debian establecer parametros que nos permitieran obtener una recuperacion suficiente

para el analisis posterior.

Para lograrlo, se debian establecer los tiempos de extraccion y los disolventes mas utiles.
Esto resulta crucial, debido a que el callo es en su mayoria agua y que la sintesis de
capsaicinoides in vitro es menor que en el fruto natural. Para establecer el tiempo se
probaron tiempos de 24 horas y 3 dias de maceracion de agregados celulares de callo
WT en cada disolvente, como control positivo para llevar a cabo la extraccién de
metabolitos secundarios se usoé el tejido de la placenta de frutos de chile serrano y
también se empled el estandar de capsaicina de Sigma® como referencia. En la Figura
19 se observa que, a las 24 horas de maceraciébn, no se recuperan manchas
correspondientes a capsaicinoides. El extracto de fruto de C. annuum L. “serrano” se
coloco en el carril 13 para todas las placas de la Figura 19. Se observé la mancha
correspondiente a capsaicina con hexano (Figura 19-A) y cloroformo (Figura 19-B), pero
no con acetato de etilo (Figura 19-C) o metanol (Figura 19-D). Estos resultados sugieren
que 24 horas no es tiempo suficiente para la extraccion de los compuestos de interés,

con buen rendimiento.

Al dejar los callos de C. annuum L. macerando por 3 dias se obtuvieron mejores
rendimientos de extraccion (Figura 20) ya que se observa el corrimiento de compuestos
en todos los carriles correspondientes al callo (Figura 20: carriles 1 al 12 para todos los

disolventes usados).

Una vez establecido el tiempo de extraccion, por medio de las placas de TLC podemos
observar con que disolvente se obtiene un mayor rendimiento de extraccion de
compuestos y se establecié que el acetato de etilo (Figura 20-C) y el metanol (Figura 20-
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D) son los disolventes que ayudan a una mayor obtencién de compuestos, aunque en el
caso del hexano (Figura 20-A) se observa en el carril correspondiente al fruto del chile
(Carril 13) que hay presencia de capsaicina incluso mas intensa que en el estandar (Carril
14), para el caso del callo (Carriles 1 al 12) no se observa tanta presencia de compuestos
y en el caso de los extractos con cloroformo (Figura 20-C) la presencia de compuestos

es muy baja.

Figura 19. Cromatografia en capa fina (TLC) de extractos de callos de C. annuum L. silvestres (WT) a 24
horas en contacto con los disolventes: (A) hexano, (B) cloroformo, (C) acetato de etilo y (D) metanol. Cada
extraccion se realizé por triplicado y aplicaron 15 pL de extracto por carril. Carriles 1-3 tratamiento
Fotoperiodo. Carriles 4-6. tratamiento Obscuridad. Carriles 7-9 tratamiento Fotoperiodo + NaCl. Carriles 10-
12 tratamiento Obscuridad + NaCl. Carril 13 fruto de chile sometido a las mismas condiciones de extraccion.
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Figura 20. Cromatografia en capa fina (TLC) de extractos de callos de C. annuum L. silvestres (WT) a
los 3 dias en contacto con los disolventes: (A) hexano, (B) cloroformo, (C) acetato de etilo, (D) metanol.
Cada extraccién se realizo por triplicado y se aplicaron 15 pL de extracto por carril. Carriles 1-3
tratamiento Fotoperiodo. Carriles 4-6. tratamiento Obscuridad. Carriles 7-9 tratamiento Fotoperiodo +
NaCl. Carriles 10-12 tratamiento Obscuridad + NaCl. Carril 13 fruto de chile sometido a las mismas
condiciones de extraccién. Carril 14 estandar de capsaicina. Fase movil usada para correr las placas
acetato de etilo : hexano 6:4 (v/v). Revelado con vapores de iodo.

Las pruebas de extraccion con disolventes se realizaron también con el callo
transformado (4-YFP) y con el medio de cultivo (Figura 21). La maceracion se realiz6 por
3 dias con, hexano (Figura 21-A), cloroformo (Figura 21-B), acetato de etilo (Figura 21-
C) o metanol (Figura 21-D). Nuevamente, acetato de etilo y metanol resultaron en mejor
rendimiento de extraccion. Para el caso del medio de cultivo, se usé hexano (Figura 21-
E) o acetato de etilo (Figura 21-F) los cuales no son miscibles con el agua y adecuados

para la extracciéon por medio de separacion de fases. En este caso acetato de etilo resulté
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también el mejor disolvente para llevar a cabo la extraccion de compuestos del medio de

cultivo.

Los extractos obtenidos de callo de c. annuum L. nos ayudaron a establecer tiempos de
extraccion y los disolventes adecuados pero debido a que la sintesis de metabolitos en
cultivo de tejidos celulares de esta especie es baja (Kehie et al., 2014), no es posible
llevar a cabo un analisis cuantitativo de capsaicinoides con TLC, que ademas adolece de

una resolucién limitada y no da certeza en la identidad de la mancha.

En el caso del extracto obtenido del fruto de chile se observa que hay una mancha clara
a la altura del estdndar de capsaicina proveniente de la placenta que se encuentra en los
frutos del chile, pues es en este tejido donde se lleva a cabo la sintesis y almacenamiento

de capsaicinoides (Kehie et al., 2014).

En los callos se observan con més intensidad otras manchas, incluida una con menor Rf,
gue podria corresponder a la dihidrocpasaicina, la que también esta presente en el fruto,

pero en proporcion menor que la capasicina.

Para un andlisis mas confiable de las muestras de callos se necesita el uso de técnicas
mas sensibles y resolutivas que nos ayuden a la deteccion de compuestos como
capsaicina y dihidrocapsaicina; una alternativa para la deteccion de compuestos en
concentraciones muy bajas es la espectrometria de masas (Garcés-Claver et al. 2006).
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Figura 21. Cromatografia en capa fina (TLC) de extractos de callos de C. annuum L. transformados (4-
YFP) usando (A) hexano, (B) cloroformo, (C) acetato de etilo, o (D) metanol. Los callos permanecieron
3 dias en el disolvente. Carriles 1 y 12 estandar de capsaicina. Carriles 2-3 tratamiento Fotoperiodo.
Carriles 4-5 tratamiento Obscuridad. Carriles 6-7 tratamiento Fotoperiodo + NaCl. Carriles 8-9
tratamiento Obscuridad + NaCl. Carriles 10-11 fruto de chile sometido a las mismas condiciones de
extraccion. Para medio de cultivo liquido la extraccion fue con (E) hexano o (F) acetato de etilo. En
todos los casos la extraccion se realizé por duplicado y se aplicaron 15 pL de extracto por carril. Carriles
1 y 10 estdndar de capsaicina. Carriles 2-3 tratamiento Fotoperiodo. Carriles 4-5 tratamiento
Obscuridad. Carriles 6-7 tratamiento Fotoperiodo + NaCl. Carriles 8-9 tratamiento Obscuridad + NaCl.
Fase movil usada acetato de etilo : hexano 6:4 (v/v). Revelado con vapores de iodo.
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Andlisis de extractos usando el espectrometro de masas: AXION 2 DSA TOF MS®

Se llevaron a cabo andlisis por triplicado de extractos de C. annuum L. por inyeccion
directa en espectrometria de masas y deteccion por tiempo de vuelo en el equipo AXION
2 DSA TOF MS®. Este equipo fue adquirido por la USAII de la Facultad de Quimica, pero
debido a limitacion en los tiempos de instalacion, el aparato empleado en estos
experimentos fue proporcionado por la empresa Perkin-Elmer ™. Con este equipo se
pueden obtener espectros de masas incluso de mezclas muy complejas debido a su alta
resolucién y sensibilidad. La identificacion de los compuestos se lleva a cabo por
comparacion de las huellas moleculares de los compuestos de interés en la muestra, con
la ayuda de un software especializado. Dependiendo de la calibracion y de la presencia
de un estandar interno, el analisis puede ser cualitativo o cuantitativo. En este caso, no
contdbamos con un estandar interno apropiado, del que tuviéramos completa certeza de

Su presencia en la muestra y cuyas propiedades fueran semejantes a los capsaicinoides.

Por ello, el espectrometro de masas AXION 2® se emple6 para analizar los niveles
relativos de capsaicina y dihidrocapsaicina en los cultivos celulares, ya que los resultados

de TLC sugerian que esta relacién estaba alterada en los cultivos.

El equipo se calibré con los protocolos recomendados de Perkin-ElImer ™ y luego las
muestras se aplicaron en rejillas metalicas para la ionizacion. Se usé un estandar de
capsaicina de la marca Sigma® con una pureza = 95 % y un control positivo para la
deteccion de capsaicina y dihidrocapsaicina usando tejido de placenta del fruto de chile
serrano. Tanto los cultivos en suspension WT y 4-YFP, como el tejido de la placenta de
fruto maduro se trataron con las mismas condiciones de extraccion. Ademas, se llevo a
cabo una extraccion al medio liquido recuperado a los 15 dias de tratamiento de los
agregados celulares crecidos en condiciones control o bajo estrés. El analisis revel6 que
el estandar de capsaicina tiene de 5 a 10% de dihidrocapsaicina, lo cual no se llega a

detectar en las Figuras 19 a 21.
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Al analizar los resultados obtenidos con el software MS Driver®, pudimos identificar los
picos de iones de interés, correspondientes a la relacion masas/carga (m/z) esperada
para capsaicina (306.2070) y dihidrocapsaicina (308.2171), como se muestra en la Figura
22-A. El error correspondiente para cada valor de m/z, se calculé con respecto al teérico
en partes por millon (ppm), y se muestra para la capsaicina y para dihidrocapsaicina. En
la Figura 22, también se muestra la identificacion de las sefiales para las formas
isotépicas de mayor abundancia para capsaicina (Figura 22-B; m/z: 306.2070y 307.2112)
y para dihidrocapsaicina (Figura 22-C; m/z: 308.2117 y 309.2254).

Este analisis se realizé por triplicado para los extractos obtenidos tanto para el fruto del
chile serrano como para los callos tanto WT como 4-YFP. Los resultados en extenso se
incluyen en el Anexo lll y a partir de los cuales se obtuvieron los valores de la media y la

desviacién estandar mostrados en la Figura 23.

Los resultados obtenidos para la placenta del fruto de C. annuum L. mostrados en el
Anexo Il (Figura 111-1), muestran los picos esperados para capsaicina y dihidrocapsaicina
y aunque estos analisis no son cuantitativos, por la carencia de un estandar interno, la
relacion de areas bajo la curva permite establecer su abundancia relativa. Asi, se puede
observar una abundancia mayor de capsaicina (m/z de 306.2097) en comparacion con el
pico iénico de la dihidrocapsaicina (m/z de 308.2259), esto coincide con lo reportado en
la literatura que reporta a capsaicina y dihidrocapsaicina como los capsaicinoides mas

abundantes en el chile (Luo et al., 2011), en ese orden.

Debido a la alta sensibilidad del espectrometro de masas AxION 2® se pudo identificar y
detectar valores cercanos al m/z esperado para la capsaicina y dihidrocapsaicina, para
los extractos de cultivos celulares WT sometidos a tratamientos de estrés (Anexo lll,
Figura 1lI-2, 11I-3, 1lI-4 y 11I-5). El error observado en algunos casos supera las 25 ppm,
pero esto se atribuye a la complejidad de la muestra, que ocasiona interferencia en las

sefales (Cappiello et al., 2010). Se debe tener muy en cuenta el efecto que va a tener la
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matriz, pues esto puede afectar en gran medida la reproducibilidad, la linealidad y la
precision del método, reduciendo su confiabilidad. Afortunadamente, en este caso, la
ausencia de otras sefiales vecinas reduce la posibilidad de error en la asignacién de los

picos.

Lo mismos picos se observaron en los extractos de cultivos celulares 4-YFP (Figura lll-7,
[11-8, 11-9 y 1lI-10). Una estrategia que podria complementar y confirmar el andlisis
realizado seria la separacion por HPLC, sin embargo, la separacion también introduce
nuevas fuentes de error (Liu et al., 2016; Cappiello et al., 2010) y hace dificil el analisis

con muestras complejas en las que el analito de interés esta en baja concentracion.

En el caso de las muestras obtenidas del medio liquido para los cultivos celulares WT
(Figura 1lI-6) y 4-YFP (Figura Ill-11), no se observa la presencia de capsaicina ni
dihidrocapsaicina, ya que las sefiales mas cercanas en m/z no corresponden al perfil

isotépico esperado, indicando la ausencia de estos compuestos en la muestra.
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Figura 22. Estandar de capsaicina analizado con AXION 2 DSA TOF MS®, (A) Espectro de valores
masa/carga (m/z) de cada molécula de interés contra amplitud de la sefial. Los picos teoricos (trazo
rojo) se comparan con las sefiales detectadas par los topoisomeros de mayor abundancia (trazo azul)
correspondientes para: (B) capsaicina con m/z de 306.2070 y 307.2112y con un error de 25.80 ppm y
15% de variacion respecto del patrén isotdpico teodrico; (C) dihidrocapsaicina con m/z: 308.2171 y
309.2254 con un error de 7.79 ppm y un 10% de variacion respecto al patron isotopico tedrico.

70



Relacion entre la produccion de capsaicinay dihidrocapsaicina para callos WT y 4-

YFP sometidos a diferentes tratamientos

Para llevar a cabo un andlisis relacionando entre el contenido de dihidrocapsaicina con
respecto al de la capsaicina, se usaron los valores obtenidos del area correspondiente al
pico de cada uno de los compuestos, calculados por el software y segun la formula del
esquema 2. El area proporcionada por el software TOF-MS driver® ya es la sumatoria de

las sefales correspondientes, de modo que basta con determinar el cociente.

Esquema 2. Calculo del contenido relativo de Capsaicina/dihidrocapsaicina. En donde, [DHCap] es la
concentracién de dihidrocapsaicina; [Cap], la concentracion de capsaicina y Ai el area bajo la curva del pico
del topoisémero i, esperado para dihidrocapsaicina Ai(DHCap) o capsaicina Ai(Cap). Los datos numéricos
se muestran en el Anexo 1V, y los valores promedio y su desviacion estandar para el contenido relativo de
dihidrocapsaicina vs. capsaicina se resumen en la Figura 23.

A pesar de que los datos de TLC no revelaron la presencia de dihidrocapsaicina en el
estandar de capsaicina, los datos obtenidos en el Anexo IV se simplificaron en la Figura
23 mostrando el valor promedio y la desviacion estandar, en la cual se observa que el
equipo de masas si pudo detectar alrededor de un cociente de 0.25, que corresponde a
una contaminacion de ~20 % por dicho compuesto. Es claro que el estandar no es 100
% puro pero el nivel de impureza es superior al reportado por el fabricante. Para el caso
del fruto de la dihidrocapsaicina es de 0.62 con respecto a la capsaicina. Es decir, la
dihidrocapsaicina seria un 31.7+8.86 % del total de capsaicinoides, asumiendo que los
capsaicinoides menores (no analizados aqui) representan 5 % del total presente. Este

resultado es como ya se indico, concordante con lo esperado (Luo et al., 2011).

En las muestras de cultivos celulares silvestres (WT), la proporcién de dihidrocapsaicina
es menor que en el fruto, tratamiento fotoperiodo (0.14) en o en obscuridad (0.13), pero
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aumenta bajo estrés salino (tratamiento Fotoperiodo + NaCl con 0.39) o en obscuridad +
NaCl (0.41).

En los cultivos transformados (4-YFP) se presenta un importante aumento en la
proporcion de dihidrocapsaicina siendo la relacion ahora mas cercana a la equimolaridad,
tanto en el tratamiento de fotoperiodo (0.97) como con estrés por oscuridad, (con 0.90) o
con tratamiento oscuridad + NaCl (1.01). En el caso del tratamiento con estrés osmaotico
y en luz (Fotoperiodo + NaCl) se observa incluso mayor presencia de dihidrocapsaicina
que de capsaicina (1.57), representando en este caso un contenido aproximado de
57.9+£3.60 % de dihidrocapsaicina respecto de total de capsaicinoides (de nuevo
considerando un 5 % de otros capsaicinoides no analizados)

Los datos obtenidos a lo largo de este estudio permiten proponer que la presencia del
transgén induce una adaptacion metabdlica de la planta al aumentar su capacidad para
soportar el estrés y esto podria responder los cambios en la acumulacion relativa de

capsaicina y dihidrocapsaicina favoreciendo la presencia de dihidrocapsaicina.

Este resultado es muy interesante y hace ver la posibilidad de que la pirofosfatasa
inorganica soluble esté modificando el metabolismo secundario de sintesis de
capsaicinoides, si bien, futuros experimentos deberan contemplar controles adicionales
para discriminar otros factores relacionados con el estrés ocasionado por la
transformacion y la seleccion, los cuales no fueron abordados aqui por limitacion del

tiempo para el desarrollo de esta tesis.
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RELACION ENTRE DIHIDROCAP/CAPSA (AREA)
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Figura 23. Contenido relativo de capsaicina y dihidrocapsaicina en el estandar de capsaicina, el extracto
de placenta de fruto maduro y para cultivos en suspensién de C. annuum L. “serrano” silvestre (WT) y
transformado (4-YFP) crecidos por 15 dias bajo el tratamiento Fotoperiodo o bajo tratamiento
Obscuridad de salinidad (tratamiento Fotoperiodo + NaCl) o ambas condiciones de estrés (Obscuridad
+ NaCl). El andlisis de los extractos obtenidos se llevé a cabo por triplicado y las barras de error
corresponden a la desviacién estandar.

En cualquier caso, la contribucion de este trabajo es significativa, pues permite que los
futuros experimentos se realicen enfocandose en el tratamiento que produce los cambios
MAs conspicuos, que corresponde al tratamiento Fotoperiodo con NaCl. Con ello se
reduce el nimero de tratamientos que deben manejarse y es posible analizar un mayor

numero de lineas transformadas.
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VII. CONCLUSIONES

e Por medio del cultivo de tejidos vegetales se obtuvieron cultivos celulares de C.
annuum L. y se logro la transformacidn genética con la construccion 4-YFP de
manera estable, para de esta forma analizar de manera relativa la acumulacién
de capsaicina y dihidrocapsaicina, con lo cual es posible que la alteracién en los
mecanismos que regulan la acumulacion de capsaicinoides observada en los
callos de C. annuum L. "serrano’ transformados con la construccion 4-YFP se
deba a la sobreexpresion de la pirofosfatasa inorganica soluble heterdloga. Si
bien, en este momento no es posible descartar totalmente que se deba a otros

factores.

VII. PERSPECTIVAS

Realizar transformaciones que conduzcan a la sobreexpresion de la GFP, la proteina
PPa4 (de preferencia la enddgena) fusionada a GFP y la proteina PPa4 silvestre, usando
un promotor endégeno de chile, para determinar si en cultivos de células en suspension
de estas lineas, mantenidos con estrés salino y bajo iluminacién, se reproduce la
alteracion en el contenido relativo de dihidrocapsaicina y si esta alteracion se relaciona
con la sobreexpresion de la proteina PPa4, o con algun otro de los componentes de la

construccion o factores del protocolo de transformacion y/o seleccion.

Producir estandares de capsaicina con abundancia isotépica no natural de 3C, para
emplearlos como estandares internos y que permitan la cuantificacion absoluta de la

capsaicina.
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X. ANEXOS

Anexo |. Medio de cultivo MS (Murashige y Skoog, 1962).

Tabla I- 1. Composicion de sales con macro-y micronutrientes.

Cantidades para un litro (1X)

Nombre del compuesto Farmula P.M. (g) Masa (mg) | Moles (mM)
Compuestos inorganicos
Macronutrientes
Mitrato de Potasio KNQ: 101.108 1900 18.791
Nitrato de Amonio NH:NO: 30.04 1650 20614
CaClz.2H:0 147.02 440 2993
Cloruro de Calcio CaCla.H:0 126.99 38593 2993
CaCl; 110.99 332.08 2993
Sulfato de Magnesio MgS04.7TH:0 246458 370 1.501
KH:POs HO 154 086 192.48 1.249
Fosfato de Potasio KH2PO. 136.09 170 1.249
KoHPO, 174.2 2176 1.249
Micronutrientes
Sulfato de Manganeso MnS0:.4H:0 223.0618 223 0.099
MnS0, H.0 169.01 16.7 0.099
Sulfato de Zinc ZnS0,.7H.O 287 .54 8.6 0.0299
Acido Bérico H:BO: 61.86 6.2 0.1002
Yoduro de Potasio Kl 166.01 0.83 4.99x10%
Sulfato de Cobre CuS0..5H:0 24968 0.025 0.1 uM
Molibdato de Sodio Ma;MoO,.2H,0 24195 0.25 1.03 uM
Cloruro de Cobalto CoClz.6H:0 23793 0.025 0.105 uM
Sulfato Ferroso FeS0.: TH.O 278.028 278 01
Na:EDTA CioH1aN=0sNaz 336.2 33.28 0.099
Na:EDTA.2H:0 CioH1aN20:MNaz. 2H:0 3723 373 0.099
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Tabla I- 2. Vitaminas originales.

Nombre del c Cantidades para un litro {1X)
compuesto Formula PN 19) Masa (mg) | Moles (mM)
Compuestos organicos
Aminoacidos
Glicina CaH:NO; 7507 2 0.0266
Vitaminas
Myo-Inositol CsH120s 180.2 100 0.555
Tiamina-HCI CizH7CINggS HCL | 3373 0.1 2.964x104
Acido Nicotinico CeHsNO: 1231 05 4.062x10?
Pindoxina-HCI CaH1iNOs.HCI 20606 05 2.432x103

Tabla I- 3. Vitaminas B5 para medio MSB5.

Vitaminas B5

Nombre del Eérmula P.M. (q) Cantidades para un litro {1X)
compuesto Masa (mg) | Moles (M)
Compuestos organicos
Vitaminas
Myo-Inositol CsH1205 160.2 100 0.555
Tiamina-HCI CiuzH7CINggS HCI | 3373 10 2.964x10
Acido Nicotinico CeH:NO: 123.1 1 4.062x10
Piridoxina-HCI CsH1:NO3 HCI 2056 1 2.432x10?
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Anexo ll. Preparacion de balas de tungsteno con DNA para el bombardeo
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En un tubo Eppendorf de 1.5 ml colocar 50 pl de microparticulas de tungsteno.
Colocar en la pared del tubo Eppendorf 5 pl de DNA de interés [1 pg. pl™] y 50 pl
de CaClz2 2.5 M, evitando que el DNA y el CaClz se mezcle con las microparticulas
de tungsteno.

Posteriormente agregar 20 ul de espermidina 0.1 M para mezclar el DNAy el CaCl2
y resuspender con microparticulas con ayuda de micropipeta de 200 pl.

Agitar durante 1 minuto con vortex e incubar la mezcla durante 5 minutos.
Centrifugar por 1 minuto y retirar el sobrenadante.

Afadir 140 pl de etanol al 70 % y mezclar por 1 minuto con vortex.

Centrifugar por 1 minuto y retirar el sobrenadante.

Afadir 140 pl de etanol al 100% (grado HPLC) y mezclar por 1 minuto con vortex.
Centrifugar por 1 minuto y retirar el sobrenadante.

10.Agregar 48 pl de etanol al 100% (grado HPLC).

11.Resuspender con ayuda de una micropipeta de 1000 pl.

12.Depositar en el Macrocarrier 8 ul de la mezcla. Dejar que etanol se evapore y

colocar la muestra en la camara de biobalistica.

13.Llevar a cabo el bombardeo.



Anexo lll. Resultados obtenidos al analizar los extractos obtenidos para diferentes
muestras usando el software TOF MS Drive.

Extracto metandlico de placenta del fruto de C. annuum L. “serrano’
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Figura lll-1. Extracto metandlico de placenta de fruto de C. annuum L analizado con AXION 2 DSA TOF
MS®, (A) Espectro de sefiales masa/carga (m/z) contra amplitud de la sefial. La comparacién de sefiales
esperadas y detectadas para (B) capsaicina (m/z 306.2097 y 307.2138; error 34.62 ppm y 20% de
variacion del patrén isotdpico teérico); (C) dihidrocapsaicina (m/z: 308.2259 y 309.2317, error 36.34
ppm y un 20% de variacion del patron isotdpico teorico).
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Extracto metandlico de callo WT sometido al tratamiento Fotoperiodo

306,339, 11744.113 Masa
RET (00.40450)
125001 " Capsaicina
E { IM+H]*
100003 | 257.35 ppm
2 7o Dihidrocapsaicina
Eml} [M+H]*
£ so00 k 249.18 ppm
: 3061037 307.2787 e s
. F / 308.2918 IR,
2500 [ 071143 308.0966 309.3003 309.2122
03 AR PA A e
I I I
305.5 306.0 306.5 307.0 30'.-';'2r 308.0 308.5 308.0 309.5
Z
Formula: C18H27M103H+. Score: 0.70305. lon mass: 306.2064 B
15 T T T T T T T T T
Experiment

C18H27N103H+

100
1k a
05} .
20
iﬁh 3 0 0 0 0 0
306

%05 307 308 309 310 3 312 313 34 315

Formula: C18H29MN103H+. Score: 0.73592. lon mass: 308.222
1_5 T T T T T T Li T T
Experiment
C18H25N103H+

100
‘1 = a
05F .
20
3 i] 0 0 0 0
n I  — I_’jﬁﬂ“_ — I T I

307 308 309 310 311 312 313 314 315 316 7

Figura lll-2. Tratamiento Fotoperiodo de callo WT analizado con AXION 2 DSA TOF MS®, (A) Espectro
de sefiales masa/carga (m/z) contra amplitud de la sefial. La comparacion de sefales esperadas y
detectadas para (B) capsaicina (m/z 306.2097 y 307.2138; error 34.62 ppm y 20% de variacion del
patrén isotoépico tedrico); (C) dihidrocapsaicina (m/z: 308.2259 y 309.2317, error 36.34 ppm y un 20%
de variacion del patron isotdpico teorico).

92



Extracto metandlico de callo WT sometido al tratamiento Obscuridad

305,360, 34138.954 Masa
e RET (00.43538)
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Figura IllI-3. Tratamiento Obscuridad de callo WT analizado con AXION 2 DSA TOF MS®, (A) Espectro
de sefiales masa/carga (m/z) contra amplitud de la sefial. La comparaciéon de sefiales esperadas y
detectadas para (B) capsaicina (m/z 306.2097 y 307.2138; error 34.62 ppm y 20% de variacion del
patrén isotoépico tedrico); (C) dihidrocapsaicina (m/z: 308.2259 y 309.2317, error 36.34 ppm y un 20%
de variacién del patron isotépico tedrico).
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Extracto metandlico de callo WT sometido al tratamiento Fotoperiodo + NaCl

305.578, 3277.348 Masa
RET (00.70116)
6000+
5500 —
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Figura lll-4. Tratamiento Fotoperiodo + NaCl de callo WT analizado con AXION 2 DSA TOF MS®, (A)
Espectro de sefiales masa/carga (m/z) contra amplitud de la sefial. La comparacion de sefiales
esperadas y detectadas para (B) capsaicina (m/z 306.2097 y 307.2138; error 34.62 ppm y 20% de
variacion del patrén isotdpico tedrico); (C) dihidrocapsaicina (m/z: 308.2259 y 309.2317, error 36.34
ppm y un 20% de variacion del patron isotdpico tedrico).
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Extracto metandlico de callo WT sometido al tratamiento Obscuridad + NaCl

307,361, 15881.502 Masa A
RET (00.60124)
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Figura llI-5. Tratamiento Obscuridad + NaCl de callo WT analizado con AxION 2 DSA TOF MS®, (A)
Espectro de sefiales masa/carga (m/z) contra amplitud de la sefial. La comparacién de sefiales
esperadas y detectadas para (B) capsaicina (m/z 306.2097 y 307.2138; error 34.62 ppm y 20% de
variacion del patrén isotdpico teérico); (C) dihidrocapsaicina (m/z: 308.2259 y 309.2317, error 36.34
ppm y un 20% de variacién del patrén isotopico tedrico).
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Resultados obtenidos al realizar la extraccidon con acetato de etilo al medio de
cultivo liquido de callos WT sometidos a diferentes tratamientos

3071811

305.1239
30s5.2192

3082718 Db 1has

3050793 ape noas 0R1172  FOR.0590

Figura 1ll-6. Extractos realizados al medio de cultivo liquido obtenido después de someter a
diferentes tratamientos los callos WT de C. annuum L. analizado con AXION 2 DSA TOF MS®,(A)
Tratamiento Control. (B) Tratamiento Obscuridad. (C) Tratamiento NaCl. (D) Tratamiento NaCl +
Obscuridad. No se observa la presencia de capsaicina ni dihidrocapsaicina en ninguno de los

tratamientos usados.

96



Extracto metandlico de callo 4-YFP sometido al tratamiento Fotoperiodo

305.281, 2485.298 Masa
RET (00.16775)
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Figura IlI-7. Tratamiento Fotoperlodo de callo 4-YFP analizado con AXION 2 DSA TOF MS®, (A)

Espectro

de sefiales masa/carga (m/z) contra amplitud de la sefal.

La comparacion de sefiales

esperadas y detectadas para (B) capsaicina (m/z 306.2097 y 307.2138; error 34.62 ppm y 20% de
variacion del patron isotépico tedrico); (C) dihidrocapsaicina (m/z: 308.2259 y 309.2317, error 36.34 ppm
y un 20% de variacién del patrén isotdpico tedrico).
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Extracto metandlico de callo 4-YFP sometido al tratamiento Obscuridad

306,898, 1378.470 Masa
RET (00.32116)
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Figura IlI-8. Tratamiento Obscuridad de callo 4-YFP analizado con AxXION 2 DSA TOF MS®, (A)

Espectro de sefiales masa/carga (m/z) contra amplitud de la sefial.

La comparacion de sefiales

esperadas y detectadas para (B) capsaicina (m/z 306.2097 y 307.2138; error 34.62 ppm y 20% de
variacion del patrén isotdpico tedérico); (C) dihidrocapsaicina (m/z: 308.2259 y 309.2317, error 36.34
ppm y un 20% de variacion del patron isotdpico teorico).
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Extracto metandlico de callo 4-YFP sometido al tratamiento Fotoperiodo + NaCl

305.958, 279.655 Masa
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Figura I111-9. Tratamiento Fotoperiodo + NaCl de callo 4-YFP analizado con AXION 2 DSA TOF MS®,
(A) Espectro de sefiales masa/carga (m/z) contra amplitud de la sefial. La comparacion de sefiales
esperadas y detectadas para (B) capsaicina (m/z 306.2097 y 307.2138; error 34.62 ppm y 20% de
variacion del patrén isotdpico teérico); (C) dihidrocapsaicina (m/z: 308.2259 y 309.2317, error 36.34
ppm y un 20% de variacién del patrén isotopico tedrico).
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Extracto metandlico de callo 4-YFP sometido al tratamiento Obscuridad + NaCl

305,958, 469,322 Masa
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Fig'ura [1I-10. Tratamiento Obscundad + NaCl de callo 4-YFP analizado con AXION 2 DSA TOF MS®,
(A) Espectro de sefiales masa/carga (m/z) contra amplitud de la sefial. La comparacion de sefiales
esperadas y detectadas para (B) capsaicina (m/z 306.2097 y 307.2138; error 34.62 ppm y 20% de

variacion del patron isotopico tedrico); (C) dihidrocapsaicina (m/z: 308.2259 y 309.2317, error 36.34
ppm y un 20% de variacion del patron isotdpico teorico).
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Resultados obtenidos al realizar la extraccion con acetato de etilo al medio de cultivo
liguido de callos 4-YFP sometidos a diferentes tratamientos
A
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Figura lll-11. Extractos realizados al medio de cultivo liquido obtenido después de someter a diferentes
tratamientos los callos 4-YFP de C. annuum L. analizados con AXION 2 DSA TOF MS®, (A) Tratamiento
Fotoperiodo. (B) Tratamiento Obscuridad. (C) Tratamiento Fotoperiodo + NaCl. (D) Tratamiento
Obscuridad + NaCl. No se observa la presencia de capsaicina ni de dihidrocapsaicina en ninguno de
los tratamientos usados.
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Anexo IV. Relacion entre la produccion de dihidrocapsaicina con respecto a la
capsaicina usando el &rea de los picos correspondientes para cada compuesto
Resultados obtenidos al analizar extractos obtenidos de Fruto de C. annuum L. (serrano)
y de callos WT y 4-YFP sometidos a diferentes tratamientos durante 15 dias, para obtener
la relacion entre el area de dihidrocapsaicina con respecto al area de la dihidrocapsaicina
y ver la relacion entre la produccion de capsaicina y dihidrocapsaicina. Cada andlisis se
realizo por triplicado.

Tabla IV- 1. Resultados obtenidos para calcular la relacion entre capsaicina y
dihidrocapsaicina analizados con AxION 2 DSA TOF MS®.

Dihidrocapsaicina
308.2147 g mol-1
Amplitud | Amplitud | Relacion entre

Muestra maxima | Area | maxima | Area dihidrocap/capsa
(m/z) (m/z) (Area)
Sl 306.207 | 667.02 | 308.2171 | 167.4 0.2510

Capsaicina Sigma
306.208 | 3222.9 | 308.2273 | 1877.48 0.5825
Fruto C. annuum 306.21 | 886.14 | 308.2206 | 259.9 0.5935
306.216 | 2617.7 | 308.2315 | 1761.27 0.6728
Extracciones realizadas para callo (peso seco)
306.278 | 54.54 |308.2915| 9.57 0.1755
CEll s 306.276 | 794.21 | 308.2939 | 95.2 0.1199
Fotoperiodo
306.274 | 393.35 | 308.2898 | 47.89 0.1217
306.277 | 173.96 | 308.2984 | 24.27 0.1395
Callo WT
; 306.268 | 1226.4 | 308.2831 | 130.22 0.1062
Obscuridad
306.272 | 412.47 | 308.2823 | 54.71 0.1326
306.269 | 546.83 | 308.2843 | 212.53 0.3887
ety By 306.275 | 809.45 | 308.2919 | 267.73 0.3308
Fotoperiodo + NaCl : : : : :

306.276 | 186.33 | 308.286 | 83.41 0.4476
306.171 | 670.72 | 308.1873 | 253.75 0.3783
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Callo WT 306.216 | 101.02 | 308.2257 | 43.56 0.4312
Obscuridad + NaCl | 306.264 | 449.35 | 308.2793 | 186.35 0.4147
Medio I|qu|_do WT 0 0 0 0 0.0000
Fotoperiodo
Medio liquido WT
Obscuridad s 0 0 0 0.0000
Medio liquido WT
Fotoperiodo + NaCl Y v v Y gono
Medio liquido WT
Obscuridad + NaCl o e e v Loy
306.289 | 51.95 |308.2968 | 49.46 0.9521
Callo 4-YFP 306.286 | 42.78 | 308.2953 | 42.11 0.9843
Fotperiodo
306.263 | 34.25 |308.2626 | 33.1 0.9664
306.212 | 47.24 | 308.225 45.98 0.9733
Callo 4-YFP 306.278 | 37.14 | 308.2963 | 31.11 0.8376
Obscuridad
306.214 | 44.82 | 308.225 40.5 0.9036
306.294 | 20.11 | 308.3093 | 37.24 1.8518
Callo 4-YFP
Fotoperiodo + NaCl 306.171 | 20.82 | 308.1792 | 31.37 1.5067
306.172 | 20.03 | 308.1799 | 27.09 1.3525
306.255 | 44.74 | 308.2703 | 43.46 0.9714
Callo 4-YFP
Obscuridad + NaCl 306.281 | 32.58 | 308.2893 | 32.81 1.0071
306.268 | 30.41 |308.2795| 31.6 1.0391
Medio Iqu|d_04-YFP 0 0 0 0 0.0000
Fotoperiodo
Medio liquido4-YFP
Obscuridad g v v Y LADOLEY
Medio liquido4-YFP
Fotoperiodo + NaCl v g g Y BLbieee
Medio liquido4-YFP 0 0 0 0 0.0000

Obscuridad + NaCl
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