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RESUMEN

La  placenta  es  el tejido  donde  se sintetizan  y  acumulan  los  capsaicinoides  en  los

chiles  picantes.  Estos compuestos  son  los causantes del gran  picor característico  de  los

chiles  habaneros  (Caps/.cum  ch/.nense Jacq.)  Además,  los  capsaicinoides  tienen  un  alto

valor comercial  debido  a su  amplio  espectro de  aplicaciones  industriales.  Para  la síntesis

de estas arilamidas, se requieren  moléculas que contienen nitrógeno  (fenilalanina, valina y

leucina),  por lo tanto  la  disponibilidad  de  este  elemento  puede afectar el  picor a través de

su  contenido  en  los  tejidos  del  fruto.  Adicionalmente,  se  ha  reportado  que  la  síntesis  y

acumulación de  los capsaicinoides también  puede ser modificada  por la adición de ciehos

inductores como el ácido salicílico y el jasmonato de metilo.

Dado   que   en   el   tejido   placentario   se   encuentran   ftincionales   las   enzimas   de

asimilación  de  amonio  [GS,   GOGAT-NADH  y  GDH-NAD(H)],  y  que   las  placentas  son

capaces  de  seguir  sintetizando  capsaicinoides  cuando  se  les  mantiene  aisladas  en  un

cultivo   /.n  vftro,   el   objetivo  de  este  trabajo  fue   establecer  la   posible  relación   entre   la

capacidad  de  asimilación  de  amonio  y  la  capacidad  de  síntesis  de  capsaicinoides  en

placentas de  chile  habanero cultivadas /.n  v/.fto (Caps/.cum  ch/.nense Jacq.).  Para  esto,  se

cuantificó    la    actividad   de    las    enzimas   de   asimilación    de    amonio    bajo   diferentes

condiciones  que  promueven   la  acumulación  de  los  capsaicinoides  como  la  adición  de

inductores  de  la  síntesis  de  los  capsaicinoides  o  con  diferentes  contenidos  de  N  en  el

medio de cultivo.

Los   resultados   mostraron   que   aún   cuando   se   provocó   un   aumento   en    la

producción de  los capsaicinoides mediante  la adición del  ácido salicílico y el jasmonato de

metilo,  no  hubieron variaciones  notables en  las actividades de  las enzimas de  asimilación

de  amonio.  lncluso este tejido fue capaz de mantener la síntesis de los capsaicinoides sin

modificar  la  poza  de  aminoácidos  o  amonio.  Más  aún,  al  someter  las  placentas  a  una

concentración  limitada de N total, se apreció  un  aumento en  la síntesis de capsaicinoides,

pero  una disminución  en  las  actividades de  las  enzimas de  asimilación  de  amonio.  Estos

resunados sugieren  que  no  existe  una  relación directa  entre  el  proceso de asimilación  de

amonio y la síntesis de capsaicinoides.





ABSTRACT

Capsaicinoids  are  synthesized   and   accumulated   in  the   placental  tissue  of  hot

peppers.  These  compounds  are the  cause  of the  pungency  or  hotness  in  chili  peppers.

Moreover,  capsaicinoids  have  a  high  commercial  value,  given  their  plethora  of  industrial

applications.   For  their   synthesis,   molecules   containing   nitrogen   are   required,   namely

phenylalanine,  valine  and   leucine,   hence  the  availability  of  this  element  can  affect  the

pungency  level  in  fruits.   lt  has  been   reported  that  the  synthesis  and  accumulation  of

capsaicinoids    can    be    modified    by   the    addition    of   certain    inducers    of   secondary

metabolism, such as salicylic acid and  methyl jasmonate.

Since  enzymes  involved  in  ammonia  assimilation  (GS,  NADH-GOGAT  and  GDH-

NAD  (H))  are  functional  in  the  placenta,  and  tms  isolated  tissue  is  able  to  maintain  the

synthesis  of  capsaicinoids  when  cultivated  i.n  vjm,  the  objective  of  tms  study  was  to

establish  the   possible  relationsmp   between  the  abHity  to  assimilate  ammonia   and  the

synthesis  of capsaicinoids  in  /.n  vffro  cultures  of  placental  tissue  from  habanero  peppers

(Caps/.ct/m  ch/.nense  Jacq.).  To  this  end,  the  activity  of  ammonia  assimilation  enzymes

under   d.ifferent   culture   conditions,   such   as   the   addition   of   inducers   of   capsaicinoid

synthesis   or   with   different   total   nitrogen   contents,   which   promote   the   synthesis   of

capsaicinoids were quantified.

Results  demonstrated  that  even  though  there  was  an  increase  in  capsaicinoid

content when  applying  salicylic  acid  or  methyl  jasmonate  to  the  placentas,  there  was  no

notable change  in the activities  of ammonia  assimilation enzymes.  This tissue was able to

maintain the synthesis of capsaicinoids, without modiüing the ammonia or total amino acid

pools.   Moreover,   when   the   placental  tissue  was   cultured   in   a   media  where  the  total

nitrogen  concentration  had  been  lowered,  there was  an  increase  in  capsaicinoid  content,

but  a  decrease  in  the  activity  of  ammonia  assimilation  enzymes.  These  resufts  suggest

that there is no direct relation  between the activities of ammonia assimilation enzymes and

the synthesis of capsaicinoids in placentas from C. ch/.nense Jacq.
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lNTRODUCCIÓN

Sin   duda   alguna,   las   plantas   son   los   más   eficientes   laboratorios   de   síntesís

química conocidos  hasta  ahora  por el  hombre.  Se  obtienen de ellas  una gran  parte de los

productos  que  se  utilizan  en   la  vida  cotidiana,  como  alimentos,   medicinas,  fibras  para

ropas,  colorantes, etc.  (Bourgaud eí a/., 2001 ;  Sato eí a/., 2001).

Algunos    compuestos    utilizados    en    la    medicina    y    en    diferentes    procesos

industriales,  se  producen  en   muy  bajas  concentraciones  en  las  plantas  y  se  les  han

denominado   metaboljtos   secundarios   (Ganget   y   Memelink,   2002).   Éstos   metabolitos

llegan   a  alcanzar  un   alto  valor  en   el   mercado,   por  lo  que  existe   un  gran   interés   en

aumentar su  rendimiento a  parlir de las fuentes  naturales (Effendi ef a/„  2009;  Paek ef a/.,

2005).  En este escenario,  no es de sorprender que, en las últimas décadas, gran parte del

quehacer científico  tenga  como  objetivo  el  comprender  a  fondo  las  vías  metabólicas que

utilizan  las plantas para sintetizarlos (Sirikantaramas ef a/., 2008).

El  cultivo  de  tejidos  vegetales  ha  demostrado  tener  un  gran   potencial  en  este

sentido (Arias Zabala ef a/.,  2009).  Desafortunadamente,  la síntesis de estos compuestos

se  lleva  a  un  nivel  muy  bajo  en  los  cultivos  /.n  vffm,  o  no  son  producidos  (Facchini  y  St-

Píerre,  2005).  Un factor determinante es la diferenciación de  los tejidos,  misma que  en  los

sistemas  de  cultivo  no  siempre  es  lograda  o  mantenida,  y  que  es  determinante  en  los

mecanísmos de regulación de su  producción  (Samanani ef a/., 2005;  Bird eí a/., 2003).

Se  han  utilizado  diferentes  estrategias  para  manipular el  metabolismo  secundario

en  cultivos  /.n  v/.Íro,  como  la  inmovilización,  la  elicitación  y  la  ingeniería  metabólica,  entre

las más imporiantes (Arias Zabala ef a/., 2009).

Las  plantas  del  género  Caps/.cum  producen  un  tipo  de  metabolitos  secundarios

llamados  capsaicinoides,  mismos que  le  dan  su  carácter picante  característico  (Cázares

eí a/.,  2005).  Si  bien  no  todas  las  plantas  de  este  género  los  producen,  existen  otras,

como  Caps/.cum ch/.nense Jacq., que se caracterizan  por su ano contenido  (Stewar[ Jr.  eí

a/" 2007).

Actualmente,  el  metabolismo  de  los  capsaicinojdes  está  bajo  un  fuerte  escrutinio

(Mazourek ef a/., 2009; Vázquez-Flota eí a/., 2007;  Díaz eí a/., 2004),  pues a pesar de los

avances que se han  logrado en  la determinación de  la vía de síntesis y su  regulación, aún

no se sabe de qué manera influye el metabolismo primario,  o la manera en qué ambos se
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coordinan  "iranda-Ham  eí a/.,  2007).  Es  por esto,  que  el  tejido  placentario  de  los  chiles

habaneros  provee  de  un  excelente  modelo  para  abordar el  estudio  de  la síntesis de  los

capsaicinoides  desde   un  enfoque  diferente  del  que  hasta  ahora  se   ha  tenido.   En   la

literatura,  hoy día,  hay pocos trabajos que intentan  relacionar el metabolismo  primario con

el secundario  O-zin ef a/., 2009;  Frítz ef a/., 2006).

El  metabolismo del  nitrógeno es fundamental  para la síntesis de los capsaicinoides

(Monforte-González ef a/„ 2010; Johnson y Decoteau,1996), y las placentas son capaces

de   sintetizarlos   al   disponer   de   fuentes   inorgánicas   cuando   son   mantenidas   /.n   v/.fro

(Johnson  eí a/.,1990).  Recientemente  se  demostró  la  funcionalidad  de  las  enzimas  de

asimilación  de  amonio  en   placentas  de  chile  habanero  (Ancona-Escalante,  2009).   Por

esta  razón,  en  este  trabajo  se  planteó  determinar  las  actividades  de  las  enzimas  de

asimilación  de  NH4+  (GS/GOGAT  y  GDH),  así  como  el  contenido  de  capsaicinoides  en

placentas   inmovilizadas   en    un   cultivo   /.n   v/.fm   bajo   condiciones   de   inducción   que

promueven  la  acumulación  de  capsaicinoides  tales  como  la  adición  de  ácido  salicílico  y

jasmonato  de  metilo,  y  diferentes  contenidos  de  nitrógeno,  con  el  fin  de  entender  cómo

este tejido coordina los eventos de síntesis de precursores y, finalmente, la síntesis de los

capsaicinoides.
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Capítulo 1

ANTECEDENTES

El  suelo  suministra soporte  físico y  anclaje  para  las  plantas,  así como  nutrimentos

de  diversas  clases.  Sin  embargo,  es  mucho  más  que  un  soporte  pasivo  o  un  simple

reseworio de agua y sales nutritivas.  Resulta ser un  medio complejo que influye en la vida

de   la   planta   de   muchas   maneras   (Figura   1.1).   En   el   suelo,   los   nutrimentos  y   otros

compuestos  presentan  un  estado  dinámico,  es  decir,    se  movilizan  de  manera  conti.nua

mediante diversas vías,  por lo  que  la  fertilidad  del suelo  depende,  entre  otras  cosas,  de

las tasas relativas de adición y remoción de los nutrimentos.

F.igura 1.1.  El suelo y las plantas.

Las  plantas  necesitan  carbono,  nitrógeno  y  oxígeno,  que  en  la  mayoría  de  los

casos  están   presentes   en   los   ambientes  donde  éstas  se  desarrollan,   salvo  algunas

excepciones.  Ciertos  elementos,  como  el  nitrógeno,  el  calcio,  el  magnesio,  el  potasio,  el

fósforo  y  el  azufre,  se  requieren  en  grandes  cantidades,  por  lo  que  se  les  denominan

nutrimentos  mayores  o  macronutrimentos.  En  contraste,  otros,  como  el  boro,  el  cobre,  el

molibdeno  y   el   cloro,   se   necesitan   en   proporciones   menores  y  son   conocidos   como

micronutn.mentos  (Bidwell,  1983).

De  estos  nutrimentos,  algunos  se  consideran  esenciales,  como  en  el  caso  del

nitrógeno,  que  es  un  factor  limitante  e  importante  durante  el  crecimiento  de  las  plantas.

Este  elemento  tiene   un   lugar  especial   en   la   nutrición,   no  sólo  debido   a   su   elevado

requerimiento,  sino  porque  está  casi  completamente  ausente  en  la  roca  madre  de  la  cual

11
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se forman  los suelos. Su metabolismo es un proceso esencial para la vida, necesario para

la  biosíntesis de  moléculas como  los aminoácidos,  las  proteínas,  los  ácidos nucleicos,  las

clorofilas y algunos metabolitos secundarios, como,  por ejemplo,  los capsaicinoides en  las

plantas del género Caps/.cum (RuÍz-Oronoz y Nieto-Roaro,1985;  Bidwell,1983).

1.1  METABOLISM0 NITROGENADO

La  forma  de  nitrógeno  summistrado  a  la  planta  es  importante,  pues  influye  sobre

su  crecimiento  y  morfología  de  distintas  maneras  ¢abatabaei   eí  a/„  2008).  Por  esta

razón,   se   ha   llevado   a   cabo   una   exhaustiva   investigación   sobre   el   metabolismo

nitrogenado,  principalmente  en  plantas  de  interés  comercial  (Hongmei  ef  a/.,  2009).  Sin

embargo,     con     frecuencia     los     resultados     obtenidos     son     contradictorios.     Estas

discrepancias  probablemente se deben a diferencias en  las condiciones en  las cuales se

llevaron  a  cabo  los  experimentos,  o  incluso,  al  material  genético  utilizado  (Cruz  ef  a/„

2006).

Los  principales  órganos de  asimilación  de  nitrógeno son  las  hojas y  la  raíz,  por  1o

que  la mayoría de los trabajos realizados  hasta ahora se han  centrado en  estos órganos.

El   nitrógeno  es  tomado  en   forma  de   N03-  y   NH4+;  sin   embargo,   el   amonio,   en   altas

concentraciones, puede ser tóxico para las plantas.  Las causas de esta toxicidad  no están

claras,  pero  se  le  ha  relacionado  con  una  deficiencia  en  la  nutrición  mineral,  provocada

por el desajuste en  la toma de cationes,  la  acidificación de la  rizósfera,  las alteraciones en

el balance osmótioo y las modificaciones del metabolismo hormonal (Cruz eí a/., 2006).

En cuanto al  N03-, las plantas lo absorben  por medio de las células de la epidermis

y la corteza de la  raíz.  Una vez en  el citoplasma,  éste se almacena para su uso posterior.

EI  N03-puede seguir una de dos vías:  la  primera,   es reducirlo a  nitrito  (N02)  para su  uso

inmediato, 0 la segunda, donde éste es devuelto a la rizósfera (Zabalza ef a/„ 2006).

Después  de  haberse  reducido  el  N03-  a  N02-,  vía  la  nitrato  reductasa  (NR;  EC

1.6.6.1),  el  N02-se  reduce  a  amonio  (NH4+)  por  medio  de  la  nitrito  reductasa  (NiR;  EC

1.7.7.1).  EI  NH4+  es  entonces  incorporado  a  ciertos  aminoácidos  que  constituyen  la  poza

de nitrógeno.

12
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1.1.1  ENZIMAS  DE ASIMILACIÓN  DE AMONIO

El  amonio  producido  por  la  acción  concertada  de  la  NR  y  la  NiR,  el  tomado  del

medio exterior y el de  la  reasímilación  provenjente de  la fotorespiración,  fluye a través del

ciclo  glutamino  sintetasa/glutamato  sintasa  (ciclo  GS/GOGAT;  Figura  1.2),  que junto  con

la  glutamato  deshidrogenasa  (GDH,  EC  1.4.1.2),  convierten  este  nitrógeno  reducido  a  su

foma   orgánica.   Este   ciclo   provee   de   glutamina   (Gln)   y   glutamato   (Glu),   que   son

trasportados vía vascular, desde la fuente hacia la poza,  manteniendo así el estatus de N

necesario para el crecimiento y el desarrollo de la  planta  (Feraud  ef a/„  2005).  La primera

enzima,  que  es  la  glutamino  sintetasa  (GS;  EC  6.3.1.2),  cataliza  la  formación  de  Gln  a

partir de  NH4+  y  Glu,  dependiente  de  ATP.  La  Gln  sirve  como  uno  de  los  donadores  de

grupos   amino   para   la   biosíntesis   de   compuestos   nitrogenados,   como   aminoácidos,

nucleótidos   y   clorofilas.   Por   otro   lado,   la   glutamino   2-oxoglutarato   amnotransferasa

(GOGAT;    EC    1.4.1.14)   cataliza    la   transferencia   del    N   de   la   amida    Gln,   formada

anteriormente  por  la  GS,  al  a-cetoglutarato  (2-OG),  obteniéndose  de  esta  manera  dos

moléculas  de  Glu.  La  GDH  es  capaz  de  incorporar  directamente  el  NH4+  al  20G  para

producir Glu (Masclaux-Dausbresse ef a/., 2006).

AriDihdóD prim.ria del N

NO.,_

Liít"A-
Ornítim

'
Po'i--ih--

Glu-
Glnt-to

=TD
NH.'

Áddm mcléimsU-

Glut--il`._

Oririto        Aspirito _.+ Tmnim
pmv|to            Juadlm               E=

Fígura 1.2. Ciclo GS/GOGAT. El amonio incorporado es tomado por la glutamino sintetasa para la

formación de glu[amina, que posteriormente recibe la glutamato sintasa formando dos moléculas

de glutamato.
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El   papel   de   cada   una   de   estas   enzimas   en   la   asimilación   del   NH4+   ha   sido

elucidado  con  base  en  el  conocimiento  previo de su distribución  en  los órganos a  1o  largo

de  varios   estados  de   desarTollo   de   la   planta,   así   como  de   la   comprensión   de  sus

propiedades,  la  regulación  de  su  síntesis y  las  actividades de  cada  una  de  ellas  (Lan  ef

a/., 2006).

1.1.1.1  GLUTAMINO  SINTETASA (GS;  EC 6.3.1.2)

Se  ha  propuesto  a  la  GS  como  un  punto  lirritante  en  el  ciclo  GS-GOGAT,  por  lo

que  representa  una  enzima  clave  que  controla  la  asimilación  y  la  reasimjlación  del  N

(Kichey  eí  a/.,  2005).  Una  característica  importante  de  la  GS  es  su  ana  afinidad  por  el

NH4+, y  además,  su  capacidad  para  incorporarlo  eficientemente  a  compuestos  orgánicos

(Cruz ef a/„ 2006).

Las  GS,   qLie   poseen   una  estructura  decamérica,   se   clasifican  en  dos  grupos

dependiendo de su  localización  dentro de la  célula:  la  Gsi   se  encuentra en  el  citosol y  la

GS2 en los cloroplastos (plástidos). Se  ha  repohado  la  existencia de una GS2 y de  hasta 5

Gsi  en  plantas  (Occhipinti  ef a/„  2010).  La  Gsi  y  la  GS2tienen  distintas funciones  en  las

plantas:  la  Gsi  participa  en  la  asimilación  primaria de  NH4+  en  raíces,  y genera glutamina

para ser transportada, vía floema,  a través del tallo,  mientras que  la  GS2 se desempeña

principalmente  en  la  reasimilación  del  NH4.  formado  durante  la  fotorespiración  (Hongmei

ef a/„ 2009; Masclaux-Dausbresse eí a/„ 2006).

En  la  mayoría  de  las  plantas  superiores  existe  un  único  gen  nuclear  para  la  GS2

(cloroplástica); sin  embargo,  se  han  encontrado  excepciones en  G/yc/.ne max y Med/.cago

saíí.va.  En  contraste,  para la Gsi  (citosólica), se han descrito múltiples genes;  por ejemplo,

en   Or}¢a   saú.va,   se   encontraron   tres:   OsGS1:1,   OsGS1:2,   OsGS1:3.   La   primera   se

expresó en todos  los órganos,  pero  la  expresión  más  alta  ftie  en  hojas durante el estado

vegetativo.  Los transcritos de  la  segunda,  de  igual  manera,  se  encontraron  en todos  los

Órganos, aunque la expresión más alta se halló en  las raíces de  plántulas,  mientras que la

última  se  expresó  específicamente  en  la  espiguilla  del  arroz  (Hongmei  eí a/.,  2009).  Esto

demuestra   que   cada   una   de   las   isoenzimas   posee   un   papel   diferente   dentro   del

metabolismo nitrogenado.
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1.1.1.2  GLUTAMATO 2-OXOGLUTARATO AMINOTRANFEFUSA 0

GLUTAMAT0 SINTASA (GOGAT-NADH;  EC 1.4.1.14)

Existen dos formas de GOGAT,  una dependiente del poder reductor proporcionado

por   la   ferredoxina   (Fd€OGAT,   EC   1.4.7.1),   y   otra,   del   NADH   (NADH-GOGAT,   EC

1.4.1.14)  Ambas  enzimas  se  localizan  en  los  cloroplastos  o  plástidos.  La  Fd€OGAT se

encuentra predominantemente en  las  hojas,  por 1o que su desempeño es ftindamental  en

la  reasimilación  del  NH4+ durante  la  fotorespiración,  mientras que  la  GOGAT dependiente

de  NADH,  se encuentra en  las semillas  en  germinación,  las  raíces y los  brotes etiolados

(Feraud eí a/., 2005;  Keiki ef a/., 2003).

La  Fd-GOGAT  puede  llegar  a  representar  hasta  el  1%  de  las  proteínas  de  las

hojas.  La  purificación  de  esta  enzima  en  arroz  reveló  una  estructura  compuesta  de  dos

subLinidades  de   115   KDa   cada   una   (Hayakawa   eí  a/.,1993).   No   obstante,   en   otras

plantas, sólo se ha logrado detectar la presencia de una glutamato sintasa dependiente de

ferredoxina,  con  una masa  molecular que oscila entre  los  145 y los  185 KDa  (Commere eí

a/.,   1986).   Esta  enzima  posee  un  grupo  de  flavin   mononucleótido   (FMN)  y  un   centro

sirohemo  [3Fe4S]  por  molécula.  La  actividad  catalítica,  por  holoenzima,  está  dividida  en

cuatro  dominios  distintos:  dos  dominios  amidotransferasa  (GAl),  que  llevan  a  cabo  la

hidrólisis de la glutarina, y dos dominios sintasa  (Lea y Miflin, 2003).

El   dominio   GAT   lleva   a   cabo   la   hidrólisis   de   la   glutamina,   liberándose   así   la

primera  molécula  de  glutamato.  Posteriormente,  el  NH4+ generado  es  conducido  a través

de  un  canal  sitLiado  dentro  de  la  molécula  hacia  el  dominio  sintasa.  En   este  dominio

reacciona  el  2-OG  con  el  NH4+  para  formar el  2-iminoglutarato  (2-lG),  que  finalmente  es

convertido  en  la  segunda  molécula  de  Glu  por  la  acción  reductiva  del  FMN  presente  en

este mismo dominio  (Lea y Miflin, 2003).

Por su  parte,  la  NADH-GOGAT es  un  monómero de  196-200  KDa  (Esposito ef a/.,

2005).  También   se  han  detectado  formas  de  esta  enzima  dependientes  de   NADPH.

Sorprendentemente,  esta enzima es similar a la encontrada en  bacterias.  En Azosp/.n.//um

bras/./ense,  la  estructura  y  la  función  de  la  NADH-GOGAT  se  ha  estudiado  a  detalle,

encontrándQse  que  esta  proteína  está  compuesta  por dos subunidades,  a y  P,  de  142 y

52.3  KDa,  respectivamente.  Se  ha  propuesto  que  la  subunidad  a  funciona  de  rnanera

semejante  a  la  Fd-GOGAT,  salvo  que  los  electrones  necesarios  para  la  reducción  son

proporcionados   por  la   subunidad   P.   Esta   última  subunidad  funciona   como   una   flavin
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adenindinucleótido  (FAD) dependiente de  una  NAD(P)H oxidoreductasa,  la  cual transfiere

finalmente  los  electrones  a  la  subunidad  a.  Se  ha  propuesto  que  en  plantas  superiores,

estas   dos   subunidades   están   combinadas   en   un   solo   polipéptido,   por   una   región

conectora de 60 aminoácidos (Lea y Miflin,  2003).

1.1.1.3 GLUTAMATO DESHIDROGENASA (GDH-NADH;  EC  1.4.1.2)

Una  ruta  alternativa  para  la  asimilación  de  NH4+  es  la  aminación  reductiva  del  2-

oxoglutarato,  catalizada  por  la  enzima  glutamato  deshidrogenasa   (GDH).   Esta  enzima

lleva  a  cabo  una  reacción  reversible,  que  consiste  en  la  desaminación  oxidativa  del  Glu

con  la  pafficipación  del  NAD(P)H.  La  GDH  está  presente  en  todos  los  organismos  vivos

(Aubert  ef  a/.,  2001).   En   las  plamas,  a   nivel  subcelular,   la   GDH  se  encuentra  en   las

mitocondrias,  asociada  con  las  membranas,  pero  además,  también  se  ha  reportado  la

existencia  de  una  NADPH-GDH  en  los cloroplastos,  fueriemente  unida  a  las  membranas

de los tilacoides (Kwinta y Bielawski,1998).

La  GDH  es  una  enzima  que consta  de 4€ subunidades con  una  masa  molecular

de  entre  208  y  310  KDa,  y  sus  isoformas  están  determinadas  por  el  número  y  tipo  de

estas  subunidades.  Las  funciones  fisiológicas  de  cada  una  de  estas  GDH  se  relacionan

estrechamente  con  la existencia de  una isoforma en  un tejido en  particular.  En  avena, se

han   repoitado   1   ó  2   isoformas   (Barash   ef  a/.,   1975),   siete   en  Arab/.dops/.s  ít}a//.ana

(Cammaerts y Jacobs,1983) y  uvas  (Loulakakis y  Roubelakjs-Angelakis,1996), y catorce

en  alfalfa  (Kwinta  y  Bielawski,1998).  Se  ha  revelado que  la  cantidad  de  isoformas  de  la

GDH  puede  cambiar durante el desarrollo y la  maduración de  la  planta,  así como durante

el  estrés  causado  por deficiencia  de  luz y  la  nutrición  con  varias  formas  de  N  (Dubois  eí

a/., 2003).

La  GDH  cataliza  una  reacción  reversible y  el sentido  en  el  que  actúa  esta  enzima

está  dado  por  la  proporción  relativa  de  las  diferentes  subunidades  presentes.  Mientras

que  las  subunidades  a  le  dan  a  la  enzima  un  carácter  anabólico,  las  8  le  otorgan  uno

catabólico.  Por tanto,  la  prevalencia  de  las  subunidades  a  confiere  a  la  GDH  un  sentido

hacia la formación de glutamato a partir de 2-OG  O(winta y Bielawski,1998).
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1.1.2 REGULACIÓN  DE LAS ENZIMAS DE ASIMILACION  DE AMONIO

En   plantas,   la   actividad  de   la  GS  se  regula   a   nivel  de   la  transcripción  y   por

recambio  de  la  enzima,  y  los  factores  que  afectan  de  manera  positiva  o  negativa  su

actividad son  la luz, y el tipo y la disponibilidad de la fuente nitrogenada,  principalmente, al

igual  que  para  la  GOGAT  (Gómez-Maldonado  eí a/.,  2004).  La  Gsi  está  codificada  por

una  familia  de  genes  que dan  lugar  a  varias  isoenzimas,  por  lo  que su  funcionarriento  y

regulación   son   más   complejos   que   para   la   GS2.   Las   isoenzimas   están   reguladas

diferencialmente  por  el  estadio  de  desarrollo  y  las  condiciones  ambientales  (EI  Omari  ef

a/., 2010).  Por ejemplo, en pino se han  encontrado dos GS„ denominadas Gsl a y Gsl b,

que  se  expresan  diferencialmente  durante  la  germinación  y  el  desarrollo temprano  de  la

plántula  (Rana  eí a/.,  2008).  Por  otro  lado,  también  en  pino,  la  GS  citosólica  está  bajo  la

regulación  del  ácido  giberélico,  y  el  promotor del  gen  correspondiente  interactúa  con  un

factor  de  transcripción  tipo   MYB   (Gómez-Maldonado   eí  a/.,   2004).   Sin   embargo,   los

niveles  de  expresión  de  la  GS  citosólica  de   Came///.a  s/.nens/.s  no  se  modificaron   por

acción del ácido giberélico (GA3), empero,  el ácido abscísico (ABA), el ácido salicílico (AS)

y  el  peróxido  de  hidrógeno  (H202)  sí  estimularon  la  expresión  de  este  gen  (Rana  ef a/.,

2008).  Sobre  este  mismo tema,  el jasmonato de  metilo  OvleJa),  otro fitorregulador,  inf]uye

en la asimilación de NH4+ en  hojas de arroz,  aunque de un  modo diferente.  La disminución

de la actividad de la GS correspondió con el aumento de la actividad de las proteasas, por

lo  cual  le  fue  adjudicada  a  estas  últimas  la  disrrinución  de  esta  actividad  Olung  y  Kao,

2007).

Como se  ha  determinado  para  la  GS,  cada  una  de  las  GOGAT  posee  un    papel

diferente  en  la  planta.  Por  lo  tanto,  se  podría  esperar  que  la  regulación  fuera  también

diferencial.  En  este  sentido,  mientras  que  la  luz y  la  sacarosa  regulan  positivamente  la

expresión del gen  G/u7, que codifica  para  la Fd-GOGAT en W/.coíi.ana Íabacum (Feraud  eí

a/.,  2005),  el  NH4+  induce  la  acumulación  de  los transcritos,  así como de la  proteína,  de la

NADH-GOGAT en diferentes tipos de células en  las  raices de arroz.  Los transcritos de la

NADH-GOGAT se  acumularon  en  las células  del  esclerénquima,  mientras que  la  proteína

se localizó principalmente en  las células de la epidermis y la exodermis.  De este modo,  es

probable  que  la  traducción  de  los  mRNA  de  la  NADH-GOGAT  se  lleve  a  cabo  en  las

células del esclerénquima, y  posteriormente,  esta  proteína  sea transponada a  las  células

de la epidermis y la exodermis de  la raíz (Keikj  eí a/., 2003).
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Por su parte,  la actividad de la GDH se modifica en respuesta a diferentes tipos de

estrés abiótico.  Por ejemplo,  la oscuridad, el exceso de  NH4+  o la deficiencia de sacarosa.

La  actividad  de  la  GDH  se  incrementa  cuando  hay  un  exceso de  amonio,  así como  una

deficiencia  en  la  síntesis  de  carbohidratos.  Durante  el  almacenamiento  de  carbono,   la

actividad de  la GDH se incrementa  para que la desaniinación del glutamato  provea de 2-

oxoglutarato al ciclo de  Krebs  (Stitt eí a/.,  2002).  Muy a pesar del avance que se ha tenido

en  la  comprensión  de  la  GDH,  aún  existen  discrepancias  entre  la  actividad  de  la  enzima

medida /.n v/.Ín), y su posible papel /.n v7.vo (\/Vatanabe eí a/., 2007;  Dubois eí a/., 2003).

La  actividad  de  la  GDH también  se  regula  por acción  de  MeJa,  el AS y  el  etileno.

La transcripción  de  la  subunidad  a de  la  GDH  se  incrementó  cuando  hojas de  Brass/.ca

napus  fueron  sometidas  a  estrés  por  daño  mecánico,  y  este  aumento  pudo  ocurrir  de

modo   dependiente   o   independiente   de   la   acción   de   los   compuestos   mencionados

Watanabe ef a/„ 2007).

1.2  EL CHILE

Se  conocen  como  chiles  a  los  frutos  de  las  plantas  del  género  Caps/.cum.  Estos

son  apreciados  por su  picor,  su sabor y su  aroma  característico,  mismos atributos  por 1o

que  §on  muy  utilizados  en  la  gastronomía  de  nuestro  país.  El  chile  es  un  producto  que

distingue a  la gastronomía  mexicana de  las demás,  siendo  una  hortaliza que  nos confiere

identidad  cuhural.  El  chile  tiene  su  origen  en  las  regiones  tropicales  y  subtropicales  de

América.  México  es  uno  de  los  principales centros  de  origen  y  domesticación  del  género

Caps/.cum,  en particular de la especie C. annuum, como lo indican vestigios arqueológicos

de  semillas  encontradas  en  el valle  de  Tehuacán,  Puebla,  con  una  antigüedad  de  8,500

años.  Actualmente,  se  reconocen  cinco  especies domesticadas del género  Caps/.cum:  C.

annuum,  C.  chinense,  C.  ftutescens.  C.  baccatum  y  C.  pubescens,  y  rr\ás  de  véiime

silvestres (Cázares ef a/. , 2005).

En  el  país,  existen  variantes  poco  conocidas,  pero  de  gran  imporiancia  regional:

los  tipos  habanero  (C.   cn/.nense  Jacq.),  Ya'x  ik  (chile  verde),  Xcat  ik,   Dulce,   Chowak,

Picopaloma,  Sukurre  (C.  annuum L.), que se cuNivan en  las milpas y huertos familiares de

traspatio   en   Yucatán,   así   como   el  tipo   Ma'x   ik  (C.   amuum  var.   aviculare),   que  se
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encuentra  como  planta  protegida  en  los  solares  en  forma  semi-silvestre  (Cázares  ef a/.,

2005).

1.2.1  CHILE HABANERO (Caps/.cum ch/.nense Jacq.)

El   cultivo   del   chile   habanero   (Caps/.cum   ch/.nense   Jacq.)   es   muy   impohante

económica  y  culturalmente  en  el  estado  de  Yucatán  (Figura  1.3).  Tan  sólo  de  2000  a

2009,   el   volumen   de   producción   de   chile   habanero   se   incrementó   de   94   a   2,904

toneladas, sumando los cultivos de riego y temporal (SAGARPA, 2010).  Este aumento en

la  producción radica en la demanda que tiene principalmente por su  picor,  producto de los

capsaicinoides.

F-iguia 1.3. lmportancia económica del cultivo de chile habanero en Vucatán.

1.2.1.1  DESCRIPCION  MORFOLOGICA

El  chile  habanero  posee  una  raíz  principal  de  tipo  pivotante,  la  cual  profundiza de

0.40 a  1.20  m,  con  raíces secundarias  extendidas  en  el suelo.  Su tallo  es erecto,  de  color

verde,   con   o   sin   coloración   violeta   de   los   nudos.   Posee   4   ramas   primarias   y   4

secundarias,  carece  de  pubescencia,  aunque  a  veces  puede  estar  cubierto  de  pelos  o

tricomas.  Las  plantas de  C.  ch/.nense  crecen  de  0.3  a  1.2  m.  dependiendo  de  la variedad

(Figura  1.4).  La  planta tiene de dos a cinco flores  por nódulo,  con  pedicelos generalmente

declinantes,   pero   los   hay   erectos  también.   El   cáliz   carece   de   dientes,   es   liso   pero

presenta  una indentación  marcada entre  la base y el  pedúnculo.  El color más común de la
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corola  es  amarillo  verdoso  o  blanco  verdoso,  y  las  anteras  son  azules  (Alpízar  ef  a/„

2003).  El  fruto  puede  ser de  forma  esférica  o  alargada,  con  pericarpio  liso  o  arrugado.

Cierlos cultivares tienen forma de trompo, con áreas hundídas.  El color del fruto puede ser

blanco,  naranja,  aman.llo,  salmón,  rojo o  cafié.  En  la  base del ftuto  es  característico que el

cáliz    presente    una    constricción    anular.    Las    semillas    son    arrugadas,    color    paja,

irregularmente  con   bordes  salientes  y  ondulados  (González-Salan  y  Orellana-Polanco,

2005).

F.iguTa 1.4. Planta y fruto de chile habanero (Capsicum chinense Jacq )

1.3  METABOLITOS SECUNDARIOS

Los  metabolitos seciindarios  pueden  definirse  como aquellos compuestos que  no

tienen  un  papel vital  en  el  proceso de  desarrollo del organismo qLie  los  produce,  pero que

sí proporcionan  una ventaja adaptativa.  Su distribución está más  restringida que la de los

productos   del   metabolismo   primario,   puesto   que   sólo   pueden   encontrarse   en   unas

cuantas  especies,  o  incluso,  dentio  de  unas  pocas  variedades  de  una  misma  especie.

Con frecuencia,  su  producción es baja, y esto depende  principalmente de  la  especie que

los  sintetiza,   así  como  del  estado  fisiológico  de  la  planta.  Estos  compuestos  poseen

comúnmente un patrón de acumulación tejido-especítico Werpooíte ef a/., 2002).
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1.4 SÍNTESIS  DE FENILALANINA:  UNIÓN DEL METABOLISMO PRIMARIO

CON EL SECUNDARIO EN CAPS/CUM

Las  placentas de  los chiles son  capaces de sintetizar capsaicinoides a  partir de N

inorgánico como  única fuente de este elemento,  cuando son  aisladas en  un cultivo /.n w.Íro

(Johnson   eí   a/.,   1990).   Este   hecho   hace   suponer   que   poseen   todas   las   enzimas

necesarias para convertir N03-y NH4+ en fenilalanina, y posteriormente, en capsaicina.

La fenilalanina sólo se sintetiza en plantas, hongos y microorganismos, sirve como

constituyente   de   proteínas   y   como   intermediario   metabólico   de   un   amplio   rango   de

compuestos  aromáticos  (Cho  ef a/.,  2007;  Lancien  ef a/.,  2007).  En  plantas vasculares,

algunos  de  los  metabolitos  secundarios  fisiológicamente  importantes,  derivados  de  este

arninoácido,  incluyen  pigmentos  y  moléculas  de  defensa  (flavonoides,   proantocianinas,

lignanos  oligoméricos,  cianidinas,  etc.),  fitoalexinas  (isoflavonas),  protectores  de  UV,  así

como  ligninas estructurales y  biopolímeros de suberina  (Eckart, 2008).  Considerando todo

lo  anterior,  el  metabolismo  de  la  fenilalanina  /.n p/anfa  puede  abarcar alrededor del  30  al

40% del carbono orgánico, dependiendo de la especie (Cho eí a/., 2007).

En  el  género  Caps/.cum,  la  síntesis de fenilalanina  es  un  proceso  muy impoítante,

porque  es  el  punto  de   partida  de  la  ruta  de  los  fenilpropanoides,  del  cual  derivan  los

capsaicinoides Ouliranda-Ham eí a/„ 2007).

1.5 CAPSAICINOIDES

Los  capsaicinoides  son  amidas  ácidas  formadas  por  la  condensación  de  ácidos

grasos de  9  a  11  carbonos  y vanillilamina;  éstos también  son  conocidos  como  arilamidas

o   amidas   aromáticas.      En   este   punto   es   importante   mencionar,   dado  que  se   hará

referencia muchas veces a este concepto, que la acumulación de estos metabolitos es un

proceso  dinámico  que  depende  de  su  síntesis,  conjugación  y  catabolismo  (Díaz  eí  a/.,

2004).

El  picor es  heredado  como  un  carácter dominante,  debido  a  la  acción  del  alelo  C.

El  /ocus  C  fue  recientemente  localizado  en  el  cromosoma  2  del  chile  (Blum  eí a/„  2002).

Aunque es  esencial  para  la  acumulación  de  los capsaicinoides,  el  /ocus  C sólo determina

la  ausencia o  la  presencia de picor.  El grado de picor es cuantitativamente  heredado y se

ve afectado de manera significativa por el ambiente (Aluru eí a/., 2003).

21



Capítulo 1

La   capsaicina   y   la   dihidrocapsaicina   son   los   principales   capsaicinoides   en   la

mayoría  de  las  vanedades  de  chiles,  pues juntos  llegan  a  representar  más  del  90%  del

total   de   estos   compuestos   O/ázquez-Flota   ef  a/.,   2007).   Se   síntetizan   en   el   tejido

placentan.o (García-Galindo eí a/.,  1995).

Las  principales  diferencias  entre  los  capsaicinoides  son:  Ia  longjtud  de  la  cadena

acil  graso,  la  presencia  o ausencia de dobles  enlaces,  el  punto de  ramifícación  y su  picor

relativo.  La  mayoría de ellos son picantes,  pero también  hay los que  no  lo son, como  la  w-

hidroxicapsaicina  (Díaz ef a/., 2004).

La  capsaicina  (vanillilamida  del  ácido  8-metil-trans-6-enoico),  la  dihidrocapsaicina

(vaníIlilamjda   del   ácido   8-metilnonanoico),   la   nordihidrocapsaicina   I   (vainillilamida   del

ácido  del  ácido  9-metildec-trans-7-enoico),  la  homodihidrocapsaicina  I  (vanillilamida  del

ácido 9-metildecanoico) y la  homocapsaícina son  los capsaicinoides  más ftecuentemente

encontrados  en   los   chile§   (Cázares   ef  a/„   2005).   No   obstante,   existen   otros   menos

conocjdos  como:  la  homodihjdrocapsaicjna  11,  la  homocapsaicina  11,  las  vanillilamidas  de

los     ácidos     octanoico,     nonanoico     y     decanoico,     la     bishomocapsaicina,     la     tris-

homocapsaicina,   Ia   zucapsaicina   (civamida),   la   nonivamida   y   la   w-hidroxicapsaicina

(Figura  1.5).
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Flgura 1.5. DNersidad estructural de los capsaicir"des.
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1.5.1  PROPIEDADES Y USOS DE LOS CAPSAICINOIDES

Los   capsaicinoides   tienen   ciertas   propiedades   que   los   hacen   útiles   en   las

industrias  farmacológica,  alimentaria  y  de  pesticidas  (Johnson  Jr.,  2007).  Los  mamíferos

pueden  percibir  el  picor  de  los  capsaicinoides  debido  a  los  receptores  para  vainilloides

(Lang  ef a/„ 2009).

Se  ha  identificado y  clonado  un  receptor vainilloide subtipo  1  WR1)  que  percibe  a

la capsaicina. VRl  es un canal catión no-selectivo,  localizado en  la membrana plasmática,

activado  por  calor  y  capsaicinoide§,  que  incrementan  su  permeabilidad  a  sodio  y  calcio

(Caterina   er   a/.,    1987).    La   respuesta   al   picor   en    mamíferos   provoca   inflamación

neurogénica,  por lo que  los  capsaicinoides tienen  efectos analgésicos y  antiinflamatorios,

mismos  que  han  sido  explotados  en  el  uso  tópico  de  cremas  y  geles  (Suhr,  2002).  Un

aspecto  controversial  es  la  relación  de  la  capsaicina  con  los  procesos  de  tumoración,

pues  algunos  estudios  sugieren  que  tiene  efectos  carcinogénicos,  y  otros,  que  tiene

propiedades     antitumorales.     Las     propiedades     anticarcinogénicas     parecen     estar

relacionadas  con  su  capacidad  para  inducir apoptosis,  la  cual  está  mediada  a través de

las especies  reactivas de oxígeno,  generadas  principalmente en  la  cadena de transporte

electrónico de  las  mitocondrias (Ochi  ef a/.,  2003).  Los capsaicinoides  han sido señalados

como   potentes   antioxidantes,   y   muestran   actividades   antimicrobiales   y   antifflngicas.

También se ha  reportado su uso en  la industria agroquimica  (Díaz ef a/., 2004).

1.5.2 LOCALIZACIÓN  DE LA SÍNTESIS DE LOS CAPSAICINOIDES

La ruta de  biosíntesis de  los capsaicinoides fue  revisada recientemente Vázquez-

Flota  ef a/.,  2007).  Se  encuentra  localizada  en  ciertas  células del tejido  placentario de  los

chiles,  relacionadas  al tejido  epidérmico  (Suzuki  e  lwai,1984;  SusuW  eí a/.,1980).  Estos

capsaicinoides,  una  vez  sintetizados  en  un  proceso  que  involucra  a  la  mitocondria,  los

plástidos,  el retículo endoplásmico (ER) y el citosol, son excretados al espacio intercelular,

entre  la  cutícula y  la  epidermis,  formando  unas vesículas que  miden  entre  0.15  y  0.1   um

de diámetro.  Estas vesículas  migran  a través del  citoplasma  hasta  llegar a  la  membrana

citoplasmática   con   la   cual  se   fusionan,   excretando   así  a   los  ffipsaicinoides  en   ellas

contenidos.  La  presión ejercida  por los capsaicinoides depositados en  este espacio,  crea
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una  sen.e  de  estructuras  denorinadas  ampollas,  causadas  por  el  desajuste  de  la  pared

celular y la cutícula  (Zamsky eí a/.,  1987;  Figura 1.6).

M.nbfma citophmitica /  PanÉd Cettilar

F.iguia 1.6. Visión general de la síntesis de los capsaicinoides en un cx)ntexto celular. A) Células

de la epidermis del tejido placentario productoras de capsaicimides. 8) Modelo de la ruta

biosintética de los capsaicinoides en la célula  Producción de fenilalanina en los pláslidos (1 y 2),

producción de la cadena acilgraso en plástidos y mitocondria (5, 6 y 7), Producc;ión de vanillilamina

en el retículo endoplásmic® (3 y 4) y condensación de la vanillilamina y la cadena acilgraso en el

citosoI (8)_

El   tejido   placentario   es   el   lugar   de   síntesis   de   los   capsaicinoides   (Lindsey  y

Yeoman,1984).  Placentas  aisladas,  mantenidas  /.n  w.fm,  fueron  capaces de  mantener  la

síntesis  de  capsaicina  al  agregárseles  fenilalanina  y  valina  marcadas  con  `4C  (Lindsey  y

Yeoman,1984).  Por otro  lado,  se  han  identificado y  aislado  13  genes  involucrados  en  el

proceso  de  síntesis  de  capsaicina,  logrando  establecer  que  su  expresión  es  específica

para  la  placenta de  las variedades  picantes  (Stewart eí a/.,  2005). Además,  parte de  las
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enzjmas  que  llevan   a  cabo   la  síntesis  de   la  cadena   lateral  acilo  de  la  capsaicina  se

encuentran en las células epidérmicas de la  placenta  figura  1.7; Suzuki  eí a/.,1980).

F.igura 1.1. Tejido placentario y estructuras de almacenamiento de capsaicinoides en frutos de

c;hile habariero (Capsicum chinense Jacq.).  La imagen de la derecha es una micrografía electrónica

de barrido, con acercamiento de 100 i)m, proporcionada por M.C. L.A. Castro-Concha.

1.5.3 SÍNTESIS DE CAPSAICINA

1.5.3.1  SÍNTESIS DEL GRUP0 FENÓLICO

El grupo fenólico de la  capsaicina es la vainjllilamina,  y es sintetizado a  partir de  la

fenilalanina,   que   se   convierte   de   manera   secuencial   en   los   ácidos   ftans   cinámico,

cumárico,   caféico   y   ferúlico.   Las   enzimas   que   intervienen,   son   en   el   mismo   orden:

fenilalanina    amonio    liasa    (PAL,    EC    4.3.1.24),    cinamato    4-hidroxilasa    (Ca4H,    EC

1.14.13.11),  cumarato  3-hídroxilasa  (Ca3H),  y  ácido  caféico  metiltransferasa  (COMT,  EC

2.1.1.6;  Figura  1.8).
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1.5.3.2 SÍNTESIS DE  LA CADENA LATERAL ACILO

Se propone que la  cadena lateral acilo (ácido 8-metil 6 nonenoico) de la capsaicina

se   forma   a   partir   de   valina   (Aluru   ef   a/.,   2003).    Este   aminoácido   es   inicialmente

desaminado  por  acción  de  la  transferasa  de  los  aminoácidos  ramificados  (BCAT,  EC

2.6.1.42).  Esta  catálisis  produce  el  a-cetoisovalerato,  que  se  convierte  en  isobutiril-CoA

por  acción  de  la  isovalerato  deshidrogenasa  (IVDH,  EC   1.3.99.10).   El  isobutiril-CoA  es

procesado  por el complejo  multienzimátíco ácido graso sintasa  (FAS,  EC 2.3.1.85),  que  la

convierte en 8-metil-6-nonenoil-CoA.  FAS está compuesto por tres proteínas: la   a-cetoacil

sintetasa  (KAS,  EC  2.3.1.41),  que  cataliza  [a  condensación  de  grupos  malonilo  con  la

isobutiril-CoA;   una   proteína   acarreadora   de   grupos   acilo   (ACL,   EC   2.3.1.39),   que  se

encarga  de Úansportar  los grupos  malonilo,  y  una tioesterasa  (FAT,  EC  3.1.2.1  y  3.1.2.2)

qLie  libera  al  ácido graso sintetizado.  En  este  proceso,  se  pierde  una  molécula de C02 en

cada ciclo de condensación de grupos  malonilo,  y el  ácido  acili7raso  es  liberado después

del tercer ciclo de condensación  (Aluru eí a/., 2003;  Figura  1.8).

Finalmente,  la  unión de  esta  ruta  convergente  da  lugar a  la  capsaicina,  por acción

de una aciftransferasa llamada capsaicinoide sintasa  (Figura  1.8;  Stewah eí a/., 2007).

1.5.4 CATABOLISM0 DE LOS CAPSAICINOIDES

Los  capsaicinoides  se  consideran  productos  finales  de  una  vía  metabólica  y  se

pensó durante  años,  que  una vez sintetizados,  se  mantenían  sin  recambio.  No obstante,

cada  vez  hay  nús  evidencia  de  que  los  capsaicinoides  puedan  sufrir  modificaciones,  e

incluso se degradan, a lo largo del desarrollo del fruto (Díaz ef a/., 2004).

Se  sugiere que  la  disminución  de  los  capsaicinoides,  al  final del desarrollo  de  los

frutos, se debe a su conjugación con azúcares y otros compuestos, ya que constituye una

estrategia  eficiente  de  almacenamiento de  otros  compuestos fenólicos  hasta  el  momento

en que son  requeridos.  El  único reporte publicado a este respecto es el de Calva€alva ef

a/.     (1995),     quienes     observaron     la    formación     de     un     glucósido    de    capsaicina

incompletamente  caracterizado  y  otros glucósidos  putativos de  capsaicina  en  células  en

suspensión de C.  ch/.nense.

Otra   posibilidad   para   la   disminución   en   el   contenido  de   capsaicinoides   es   la

oxidación dependiente de peroxidasas (Díaz eí a/., 2004). Se propone que la degradación
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de la capsaicina y la dihidrocapsaicina se  lleva a cabo  con  la  participación de  peroxidasas

(EC  1.11.1.7),  dado  que  el  grupo  vainillil  de  la  capsaicina  puede  ser  fácilmente  oxidado

por estas enzimas  (Zapata  eí a/.,1992).  El  primer  reporte de  oxidación  de  capsaicina  por

una  peroxidasa fue  publicado  por Boersch  eía/.  (1991),  y poco tiempo después,  Bernal eí

a/.    (1993a,    b)   repoharon    la   oxidación   de   capsaicina   y   dihidrocapsaicina    por   una

peroxidasa  de  chile.  No  ob§tante,  todos  estos  reportes  se  basan  en  datos  /.n  v/.Úo y  los

presuntos  productos  obtenidos  de  la  oxidación  de  la  capsaicina  no  se  han  aislado  de

tejidos (Díaz eí a/., 2004).

1.5.5 lNFLUENCIA DEL GRADO DE  DESARROLLO Y DEL AMBIENTE EN EL

CONTENID0  DE CAPSAICINOIDES

En   los  chiles,  la  cantidad  de  capsaicinoides  es  muy  variable,  lo  que  puede  ser

consecuencia  del  grado  de  desarrollo,  o  incluso,  por  la  localización  de  los  frutos  en  la

planta  (Lee  eí a/„  2006).  De  igual  manera,  los  factores  ambientales también  influyen.  Es

notable   el   hecho   de   que   plantas   con   un   mismo   fondo   genético,   bajo   condiciones

ambientales variables,  pueden  presentar una  acumulación diferente de estos  metabolitos

O/ázquez-Flota eí a/., 2007). Algunos de los factores ambientales a los que antes se hace

referencia  som  la  limitación  de  agua,  la  disponibilidad  de  N  y  K  en  el  suelo  (Johnson  y

Decoteau,1996),  las heridas causadas a  los frutos,  etc. Vale  la  pena  mencionar también

que  muchos  de  los  productos  finales  de  la  ruta  de  los  fenilpropanoides,  de  la  cual  se

desprenden   los   intermediarios   biosintéticos   de   los   capsaicinoides,   se   acumulan   en

respuesta  a  diferentes  condiciones  ambientales  adversas  (Xiao  eí  a/.,  2009;  Vázquez-

Flota ef a/. , 2007).
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F.®ura 1.8. Esquema aclual de la ruta biosintética de los capsaicinoides. Las enzimas se

er"uentran adyacentes a la reacción que catalizan  Pal,  Fenilalanina amonio liasa; Ca4H, ÁCNdo

cinámico 4-hidroxilasa; 4CL, 4-c;umarato CoA ligasa;  HCT, hidroxicinamoil transterasa; C3H,

cumaroil quinato 3-hidroxilasa, COMT, Ácido caféico O-metiltransferasa, pAMT, aminotransferasa;

BCAT,  transferasa de los aminoácidos ramificados;  Kas, 3-eto-acil ACP sintasa; ACL, proteína

acarreadora de los grupos acilo; Fat, acil-ACP tioesterasa; ACS, acil-CoA sintetasa, CS, capsaicina

sintasa_
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1.6 CONDICIONES  DE INDUCCIÓN Y METABOLISMO SECUNDARIO

En  la  naturaleza  las  plantas  están  expuestas  a  un  gi.an  número  de  condiciones

adversas,  como  son  las  interacciones  con  insec{os  o  patógenos  (hongos,  bacterias  y

virus),  el  frío,  la  sequía,  la  contaminación,  etc.  A  pesar  de  no  poseer  movilidad,  ni  un

sistema inmune, son capaces de responder a estas condiciones al activar mecanismos de

defensa para detener o contrarrestar sus consecuencias deletéreas (Smith ef a/., 2009).

Los mecanismos de defensa operan de forma constante en la planta y se basan en

el  uso  de  herramientas  de  dos  tipos:  1)  Las  estructurales,  que  constituyen  una  cubierta

protectora  en  la  superficie  de todos  los tejidos  (Smith  ef a/.,  2009)  y 2)  las  químicas  que

están  basadas  en  la  producción  de  una  gran  diversidad  de  sustancias  tóxicas  para  los

organismos  patógenos,  derivadas  del  metabolismo  secundario;  por  ejemplo:  alcaloides,

fenoles simples o  polifenoles  (tanjnos),  aceites esenciales y terpenos en general (Smith eí

a/.,   2009).  Ambos  tipos  de   herramíentas   proporcionan   a   las   plantas   la   capacidad   de

detener la entrada de la  gran  mayoría de  los patógenos a  los que se ven  expuestas.  Sin

embaigo, en algunas ocasiones se ven superadas.

Las  plantas  pueden  activar sus mecanismos de defensa una vez que el  patógeno

ha  sido  reconocido.  Uno de  los  primeros  eventos que  ocurren,  a  los  pocos  minutos,  es  la

producción   de   especies   reactivas   de   oxígeno   en   la   pared   celular,   lo   que   se   ha

denominado  como  explosíón  oxidativa.  EI  H202 y  otras  especies  oxidantes se  diftinden  al

interior de  la  célula y activan  una vía de transducción de señales que se  propaga  hasta el

núcleo, en donde se induce la expresión de genes de defensa  (Zhao eí a/., 2005).

También   se   acumulan   el    etileno,    los   jasmonatos   y   el    óxido    nítn.co.    Estas

moléculas,  en   conjunto  con   las  especies  reactivas  de  oxígeno,   activan  otras  vías  de

tran§ducción de señales que llevan a la  expresión de genes involucrados en  la síntesis de

compuestos fenólicos  (precursores  de  lignina y  ácido  salicílico)  y de fitoalexinas.  El ácído

salicílico  (AS)  actúa,  por  una  parte  potenciando  la  expresión  de genes que  protegen  del

daño  oxidativo,  y  por  otra,  activando  vías  de  transducción  que  llevan  a  la  expresión  de

genes que  codifican  para  enzimas que degradan  la  pared  celular de  bacterias y  hongos

(a-1,3Úlucanasas y quitinasas) (Zhao eí a/., 2005).

Por lo  tanto,  ya  que  una  de  las funciones de  los  metabolítos  secundarios  es  la  de

proteger  a  las  plantas  del  ataque  de  múltiples  agresores,   algunas  de  las  estrategias
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biotecnológicas  para  aumentar  la  producción  de  éstos  se  basan  precisamente  en  este

principio:  en  la  adición  de  inductores,  o  compuestos  señales  intermediarios,  a  diversas

formas de cultivo de tejidos,  o directamente sobre la  planta,  para  estimular positivamente

el   metabolismo  secundario.  A  pesar  de  que  la   productividad   obtenida   mediante  esta

técnica  en  cultivos  /.n  w`fro  es  raramente  competitiva  como  para  aplicarla  a  una  escala

comercial,  para  los  fines  de  la  investigación  básica  es  una  herramienta  muy  importante

(Zhao ef a/., 2005) .

En  general,  se  considera  como  un  inductor  a  una  especie  química  o  un  biofactor,

proveniente   de   diversas   fuentes,   que   es   capaz   de   iniciar   una   respuesta   fisiológica,

morfológica y  la  acumulación  de  fitoalexinas  en  un  organismo vivo dado  (Arias-Zabala  eí

a/., 2009).

Los    mecanismos    activos   de    inducción    se    consideran    como    específicos   y

complejos.    El    efecto   de    los   inductores   depende   de    muchos   factores,    como    su

concentración,  la edad  del  explante y el tiempo de inducción.  Los  inductores se  clasifican

en dos grupos, desde el punto de vista de su origen: endógenos,  los cuales provienen de

compuestos  estructurales  de  la  planta,  como  son  los  ácidos  oligourónicos,  los  ácidos

oligogalacturónicos  y   los   compuestos   unidos  a   lignina;   y   los  exógenos,   derivados  de

microorganismos,  como  el  quitosano  y  sus  oligómeros  (componente  de  la  pared  celular

del micelio),  los  Bi]lucanos y las glucoproteinas (Zhao ef a/., 2005).

Algunos   de    los    metabolitos   secundarios   de    impohancia    comercial   son:    la

capsaicina,    la    dihidrocapsaicina,    la    atropina,    la    hiosciamina,    la    escopolamina,    la

vinblastina,  la  vincristina,  la  nicotina,  la  codeina,  la  morfina,  la  quinina,  la  quinidina,  y  el

ácido rosnmrínico,  entre otros (Xiao eí a/.,  2009;  Raskin eí a/., 2002;  García-Galindo ef a/.,

1995).  Por 1o tanto, dada la importancia econórica de la capsaicina,  en  Caps/.cum se han

descrito ensayos exitosos al  utilizar homogeneizados fúngicos (G//.oc/ad/.um de//'qt/escens,

Aspeü/.//us  n/.ger  y  Rh/.zophus  o//.gospoms)   en   células  inmovilizadas  y  tejidos   de   C.

ftuíescens (Sudha y Ravishankar, 2003; Holden y Yeoman,1994; Johnson ef a/.,1991).

1.6.1  SALICILATOS Y JASMONATOS

Algunas moléculas químicas que son  útiles  para el crecimiento y el desarrollo de la

planta tienen  un  papel importante en  la integración de varias señales de estrés. Como se
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mencionó  anten.ormente,  pueden  controlar  la  respuesta  de  defensa  bajo  una  condición

adversa,  modulando  la  maquinaria  de  expresión  génica.   Estos  mediadores  incluyen  al

calcio   (Ca2+),   los   nucleótidos  cíclicos,   los   polifosfoinosítidos,   el   óxido   nítrico   OUO),   los

azúcares,    el   ácido   abscísico    (ABA),    las   políaminas,    el   ácido   salicílico    (AS)   y   los

jasmonatos  (JA).  Moléculas,  como  AS  y  JA,  son  piezas  claves  durante  la  inducción  del

metabolismo secundario,  por lo que se  ha reportado que la adición de estos compuestos,

/.n  v/.vo  o  /.n  w.Íro,  mejoran  los  rendimientos  de  los  metabolitos  secundarios  obtenidos  en

las plantas (Zhao eí a/., 2005).

El término salicilato se  ha  utilizado para  la descripción de un grupo de compuestos

químicos  que  presentan  el  radical  2-hidroxibenzoico.  Dentro  de  éstos,  se  encuentran  el

salicilato  de  sodio,  el  éster  meti[o  del  ácido  salicílico,   así  como  el  ácido  acetilsalicílico.

Mientras  que  los jasmonatos  (el  ácido  jasmónico  y  su  derivado  volátil,  el  jasmonato  de

metilo)  son  moléculas  provenientes de intermediarios de  12 carbonos de  la  ruta del  ácjdo

octadecanoico (ODA;  Kazan y Manners, 2008;  Beckers y Spoel, 2006).

1.6.2    TRANSDUCCIÓN    DE    SEÑALES    DURANTE    LA    PRODUCCIÓN    DE

METAB0LITOS SECUNDARIOS

Uno de los primeros eventos bioquímicos durante la internalización de la señal que

estimula  la  síntesis  de  los  metabolitos  secundarios  es  la  percepción  del  inductor.  Esta

percepción se debe a una  interacción  receptor-ligando entre la célula y el microorganismo,

lo  que   indica   un   reconocimiento   específico   entre   el   inductor  y   el   receptor.   Además,

algunos   componentes,   como   el   quitosano,   los   @-glucanos   y   los   oligogalacturónidos,

pueden  poseer  la  misma  actividad  en  diferentes  plantas,  sugiriendo  que  éstas  poseen

receptores  comunes.  Una  vez que  los  receptores  se  activan,  éstos  estimulan  efectores,

tales   como   canales   iónicos,   proteínas   G   y   proteín   cjnasas.   Estos   efectores   activos

transfieren  las señales del inductor a  los segundos  mensajeros,  Ios cuales amplifican  esta

señal (Zhao eí a/.,  2005).

Se ha sugerido que la respuesta ante un inductor comprende una serie de eventos

bioquímicos,    los   cuales   inician    con    la    percepción   del   indLictor   por   el   receptor,    Ia

fosforilación  y  desfosforilacjón  reversible  de  proteínas  en  la  membrana  plasmática  y  el

citosol,   el   aumento   de   [Ca2+]cti   la   despolarización   de   la   membrana   plasmática,   el
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intercambio  de  iones  Cl-  y  K+  por  H+,  la  alcalinización  extracelular  y  la  acidificación  del

citoplasma,  así  como  la  activación  de  las  proteínas  cinasas  activadas  por  mitógenos

(MAPKs),  la  activación  de  la  NADPH  oxidasa  y  la  producción  de  especies  reactivas  de

oxígeno,   la   expresión   de   genes   de   defensa   temprana,   la   producción   de   etileno   y

jasmonato,  la  expresión  de  genes  de  defensa  tardíos  y  la  acumulación  de  metabolitos

secundarios (Zhao ef a/., 2005).

La   producción   de  jasmonatos   puede   desencadenar  la  síntesis  de   metabolitos

secundarios  al  promover  la  degradación  de  las  proteínas  JAZ  (Jasmonate  zim+omain

proteins)  que actúan  como  reguladores  negativos del factor transcripcional JIN1"YC2 en

combinación  con  SCFCD"Ubiquitin  ligasa.  JIN1"YC2  posiblemente  se  une  a  elementos

conservados en  las cajas G de ciertos promotores,  coordinando una cascada de señales,

que  involucra  a  otros  activadores y  represores transcripcionales  con  dominios AP2/ERF,

VVRKY   y   MYBS,   que   modulan   distintas   funciones  dependientes   del   ácido  jasmónico

(Figura   1.9;   Kazan  y  Manners,  2008).   Por  ejemplo,   en   Camaffir)íhus  mseus,   el  factor

transcripcional  ORCA  3,  con  un  dominio AP2/ERF,  se  une  a  una  región  del  promotor del

gen   de   la   estrictosidina   sintasa,   denominada   como   JERE   Qasmonate   and   Elicitor

Besponsive  Element),   acción   que   provoca   la   inducción   de   la   síntesis   de   alcaloides

indotterpénicos Wan der Fits y Memelink, 2001).

El ácido salicílico,  por otro  lado,  está  involucrado  en  un  proceso que desencadena

la   resistencia   sistémica   adquirida   (SAR)   en   la   planta,   que   la   protege   de   posteriores

infecciones  por  patógenos.  La  proteína  reguladora  NRpl  es  un  regulador positivo central

de  SAR  (Figura  1.10).  NPR1,  activada  por AS,  se  localiza  en  el  núcleo,  donde  interactúa

con  el  factor de  transcripción  TGA que  induce  la  expresión  de  un  gran  número  de  genes

que dan  lugar a  proteínas relacionadas con  la patogénesis,  contribuyendo en  el aumento

de la resistencia (Beckers y Spoel, 2006).
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F-igura 1.9. Modelo de transducción de señales en la expresión del gen de la estrictosidina sintasa

durante la inducción de la síntesis de alcaloides indol terpénioos en Catharanthus roseus.

-e. fro. resp- . ^S

F.igura 1.10. Modelo esquemático propLiesto qLie ilListra el rol central de  NPRl  en la expresión de

genes que responden al ácido salicílico.
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Se  sabe  que  JA  tiene  un  efecto  antagonista  sobre  AS,  y  viceversa  (Beckers  y

Spoel,  2006;  Figura  1.11).  Una  mutación  que  interrumpe  la señalización  del JA   (i.e.  co/.7)

conduce  a  un  aumento  en  la  expresión  basal  e  inducible  del  gen  marcador  WPR7,  y  una

mutación que interrumpa  la señalización  del AS  ¢.e. npr/),  lleva a  un  aumento en  algunos

genes importantes en la señalización del JA.  No obstante,  la aplicación exógena de bajas

concentraciones de AS promueve la inducción de genes de defensa dependientes de JA,

lo  cual  llevó  a  proponer  que  esta  interacción   puede  ser  dosis  dependiente  (Kazan  y

Manners, 2008;  Beckers y Spoel, 2006).

F-igura 1.11. Visión general de la biosíntesis del ácido jasmónico y su señalización, durante

un estrés biótico o abiótico,   incluyendo sus interacciones con el ácido salicílico y aiJxinas en

Arabidopsis (Kazan y Manners, 2008).

34



Capítulo 1

Los  metabolitos  secundarios  pueden  alcanzar  un  ar[o  valor en  el  mercado,  por  lo

que  existe  un  gran  interés  en  aumentar su  rendimiento  a  partir  de  las  fuentes  naturales.

Para  lograr esto,  es  necesario  comprender a  fondo  las vías  metabólicas  involucradas.  EI

cultivo  de  tejidos  vegetales  ha  demostrado  tener  un  gran   potencial  en   este  sentido;

desafortunadamente, Ia síntesis de estos compuestos se lleva a cabo a un  nivel muy bajo

en estos sistemas, o no son producidos (Arias Zabala ef a/., 2009).

Actualmente,  el  metabolismo  de  los  capsaicinoides  está  bajo  un  fuerte  escrutinio,

pues  a  pesar de  los avances que se  han  logrado en  el estudio de  la vía de síntesis y su

regulación,  aún  no  se sabe  de qué  manera  influye  el  metabolismo  primario,  o  la  manera

en qué ambos se coordínan.  Es por esto que el tejido placentario de los chiles habaneros,

que  es  un tejido  diferenciado,  y  que  además  es  capaz de  permanecer  metabólicamente

activo  cuando  es  aislado  en   un  cuftivo  /.n  v/.fto,   provee  de   un   excelente   modelo  para

abordar la síntesis de los capsaicinoides desde un enfoque diferente del que hasta ahora

se ha hecho.

Existen   pocos  trabajos  que   intentan   relacionar  el   metabolismo   primario  con   el

metabolismo  secundario,   como,   por  ejemplo,   los   relacionados  con   la   contribución  del

nitrato,  y  el  metabolismo  del  N  en  la  regulación  de  la  ruta  de  los  Íenilpropanoides  y  la

síntesis  de   nicotina   en   M.coíi.ana  Íabacum  (Fritz  ef  a/.,   2006),   0   la  expresión  de   una

enzima  bifuncional  (corismato  mutasa/prefenato  deshidratasa)  para  estudiaí  la  interfase

entre  la síntesis de  aminoácidos aromáticos y  la sintesis de  antocianinas en Arab/tk)ps/.s

Íha//.ana fl-zin ef a/., 2009).

Además,  no existen  reportes sobre los precursores metabólicos para la síntesis de

los capsaicjnoides.

Dado que los capsaicinoides se sintetizan  a partir de dos amnoácidos (fenilalanina

y valjna  o  leucina,  según  sea  el  caso),  las  enzimas de  asimilación de amonio  podrían  ser

muy importantes  en  el  proceso.  Por esta  razón,  en  este trabajo se  planteó  analizar si  la

acumulación de capsaicinoides  requiere  la asimilación  primaria de  nitrógeno.  Para ello, se

determinaron  la  actividad de  las enzimas de asimilación de NH4+  (GS/GOGAT y GDH),  así

como  el  contenido  de  capsaicinoides  en   placentas  inmovilizadas  en  un  cultivo  /.n  vffro

expuesto  a  condiciones  que  promueven  la  acumulación  de  capsaicinoides  como  son  la

inducción y la exposición a diferentes contenidos de  nitrógeno.
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1.7  HIPÓTESIS

Si   las   placentas   de   chile   habanero  son   capaces   de   sintetizar  capsaicinoides

cuando  son  aisladas  en  un  cultivo  /.n  vffro  con  N  inorgánico  como  única  fuente  de  este

elemento y además este tejido posee las enzimas necesarias para la asimilación de NH4+;

entonces,  es  posible  que  al  aumentar  la  síntesis  de  los  capsaicinoides  se  requiera  una

mayor asimílación de amonío.

1.8 0BJETIVO

Establecer  la  posible  relacíón  entre  la  capacidad  de  asimilación  de  amonio  y  la

capacidad  de  síntesjs  de  capsaícinoides   en   placentas  de   chile   habanero   (Caps/.cum

chinense Jacq.) .

1.9   0BJETIVOS ESPECÍFICOS

1.    Determinar  el  efecto  del AS y  MeJa  sobre  la  acumulación  de  los  capsaicinoides y

las actividades de las enzimas de asimilación de amonio.

2.   Determinar  el  efecto  del  cambio  en  el  contenido  de  nítrógeno sobre  la  producción

de capsaicinoides y las actividades de las enzimas de asimilación de amonio.

1.10. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Para  evaluar la  posible  relación  entre  la  capacidad  de  asimilacjón  de  amonio  y  la

capacidad  de  síntesis  de  capsaicinoides   en   placentas  de   chile   habanero   (Caps/.cum

ch/.nense  Jacq.)   se  diseñó   una   estrategia   experimental   (Figura   1.9),  que   involucró   el

aislamiento  del  tejido  placentario  de  chiles  de  20-25  días  posteriores  a  la  antesis.  Estas

placentas  fueron  inmovilizadas,  y  posteriormente,  se  estableció  un  sistema  de  cultivo  /.n

wffm  en   medio   MS.   El  sistema  de   placentas  inmovílizadas  fue  sometido   a   diferentes

tratamientos con AS,  MeJa y diferentes concentraciones de N total con el fin de  promover

la  acumulación de  capsaicinoides.  Se cuantificó  el  contenido de capsaicinoides,  así como

las  actividades  de  las  enzimas  de  asimilación  de  amonio  en  las  placentas.  También  se
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cuantificaron   los  capsaicinoides  y   las  actividades  de  estas  enzimas  en  placentas  sm

ningún tratamento que se utilizaron como testigo.

F-igura"2.Duagramadelaestratpgi.aexperi.mpntal..PP.P,P_ífíp3s!.:ri.o.re_S.:.!:antesis;
ñ::;;¿dio Muráshige y skoog; AS,-ácido saiicíiico; MeJa, jasmonato de metiio
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MATERIALES Y  MÉTODOS

2.1  MATERIAL BIOLÓGICO Y ESTABLECIMIENTO  DEL CULTIVO  PRIMARIO

DE PLACENTAS

Se   utilizaron   plantas   de   chile   de   variedad   de   frutos   naranja.   Las   actividades

enzimáticas   de   la   GS,   la   GOGAT  y   la   GDH,   así   como   los   contenidos   de   amonio,

aminoácidos,   capsaicinoides  y   proteínas,   fueron   determinadas   en   extractos  de  tejido

placentario fresco de 20 a 25 días después de la antesis.

2.1.1  DESINFESTACIÓN DEL CHILE HABANERO

Los  chiles  se  lavaron  individualmente  con  una  esponja  y  detergente  líqLiido  para

trastes  (marca  comercial),  con  el  suficiente  cuidado  para  evitar dañarlos.  Se  enjuagaron

con  agua  de  la  llave  y  posteriormente,  se  lavaron  con  Extrán  al  5%  durante   10  min,

enjuagando de nuevo con agua de la  llave.

Una vez lavados,  los chiles se trasladaron a  una campana de flujo  laminar,  donde

se desinfestaron sucesivamente con Tween 80 (6 gotas por litro de agua) durante 10 min,

etanol   al   80%   durante   otros   10   min   y   una   solución   de   hipoclorito   de   sodio   al   1.5%

(Cloralex   1:2  v~)  durante  30  mn.  Se  procuró  enjuagar  con  abundante  agua  destilada

estéril  entre  cada  lavado.  En  el  último  caso,  hasta  haber eliminado cualquier olor residual

a  cloro.

2.1.2 lNMOVILIZACIÓN  DE LAS PLACENTAS DE CHILE  HABANERO

Con  ayuda de  pinzas y  bisturí, se aislaron  las  placentas de cada  uno de  los  chiles,

se  les  retiraron  las semillas, y se depositaron  en  cajas Petri,  sobre  una toalla  humedecida

con agua destilada estéril, para evitar su deshidratación.

Las   placentas  se  depositaron  en  una  solución  de  alginato  2.5%;  se  agitaron  y

después,    se   transfirieron    a    una    solución    fría    de    cloruro    de    calcio    1%,    donde

permanecieron   durante   2   h   en   agitac.ión.   Transcurrido   este  tiempo,   las   placentas   se

lavaron con agua destilada estéril hasta eliminar el exceso de Ca2+.

Se  inocularon  tres  placentas  por  matraz  Erlenmeyer  de  250  mL  con  40  mL  de

medio  de   cunivo   MS   "urashige  y   Skoog,   1962)   sin   fitorreguladores  y   con   3%   de

sacarosa.  Estos  matraces fueron sellados con aluminio y  ligas, y trasladados a  un  cuarto
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de  cultivo  donde  permanecieron  a  una  temperatura  de  25  ±  2°C,  bajo  luz  continua  (50

umol m-2 s-'), 70% de humedad relativa, y en agitación orbital constante de 60 rpm.

2.2 lNDUCCIÓN  DE  LA PRODUCCIÓN DE CAPSAICINOIDES

Con base en la literatura se ensayaron dos formas para aumentar la producción de

capsaicinoides:  la  inducción  química  con  AS y  MeJa  (Gutiérrez-Carbajal  ef a/., 2010), y  la

manipulación del contenido de N del  medio (Arias-Zabala eí a/.,  2009).

2.2.1  CONDICIONES DE INDUCCIÓN QUÍMICA DE  LA SiNTESIS  DE

CAPSAICINOIDES

EI  AS  fue  disuelto  en  agua  destilada,  mientras  que  el  MeJa  lo  fue  en  etanol,  y

ambos se  esterilizaron  por filtración. Se  realizaron  curvas dosis-respuesta de 5 a 500  uM

para ambos inductores.  De  estos ensayos, se eligieron tres concentraciones:  5, 50 y 500

uM   para   los   dos   compuestos   (Gutiérrez-Carbajal   ef   a/.,   2010).   Los   inductores   se

agregaron  a  las  placentas 24  h  después del  establecimiento  del  cultivo,  y  los  muestreos

se  realizaron  a  las  0,12,  24  y  36  h  después  de  iniciados  los  tratamientos.  Los  tejidos

fueron congelados con  nitrógeno líquido y almacenados a €0°C  hasta el momento de ser

analizados.  Los  testigos  se  trataron  de  la  misma  manera,  pero  no  se  expusieron  a  los

inductores.

Se  monitoreó tanto  el  medio de  cuftivo,  como  el tejido,  para detectar algún  cambio

en la acumulación de capsaicinoides a lo largo del tiempo de tratamiento.

2.2.2 VARIACIÓN DEL CONTENID0 TOTAL DE  NITROGENO

Se  evaluaron  tres  concentraciones  de   N  total  en   el   medio,   conservándose   la

proporción  2:1  de  N03-:  NH4+,  60  mM,  que  representa  la  dosis  que  se  encuentra  en  la

composición  original  del  medio  MS,  30  mM,  una  dosis  media  y  10  mM,  dosis  limitante.

Cada  matraz  contenía  3  placentas  y  40  mL  de  medio  MS.     Los  tratamientos  fueron

evaluados  por  un  periodo  de  5  días,  tomando  muestras  al  inicio  del  mismo,  así  como

durante los días 1,  3 y 5 siguientes.
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2.2.3 ANALISIS  ENZIMÁTICOS

El tejido congelado se  pulverizó en  un  mortero  hasta obtener un  material  muy fino,

que se  homogeneizó con  un  politrón  durante 2  niin  con  el  amortiguador de  extracción  (50

mM  Tris-Hcl,   pH   8.2,   que   contenía  2   mM   Cac12,   10   mM   P-mercaptoetanol),   en   una

relación  1 :2.5 p~ y PVPP al 5%.  El  homogeneizado se centriftigó a 20,400 x g durante 30

min.   Todas   las   manipulaciones   se   hicieron   a   4°C.   El   sobrenadante,   conteniendo   el

extracto  total,  se  utilizó  para  las  determínaciones  enzimáticas  y  la  cuantificación  de  las

Pozas.

2.2.4  MEDICION DE LA ACTIVIDAD DE GS

Se utilizó el método de Loyola-Vargas y Sánchez de Jiménez (1986).

La mezcla de reacción contenía:

Componentes                Concentración final [mM]   Volumen  (mL)

Tris-Hcl                                               100

ATPS

Glutamato de sodio                       83.3

Sulfato de magnesio                   33.3

Hidroxjlamina                                       10

Cisteína                                                   3.33

Extracto

Volumen total

1.3-1.8

0.2

0.5

0.1

0.3

0.1

0.1-0.5

3.0

pH  7.0

Las  molaridades  se  refieren  a  la  concentración  final  en  la  mezcla  de  reaccíón,

excepto para el Tiis.

Para  tener  la   certeza   de  que  se  estaba   midiendo   la   actividad   de   la   GS,   se

comprobó   la  dependencia  de   la   reacción   en  función   del  t].empo  y  de   la   cantidad  de

proteínas (enzima).

Cuando se midió la actividad enzimática en  función de la cantidad de  proteínas,  se

utilizaron diferentes volúmenes de extracto.  La  mezcla de reacción se preincubó durante 2

mjn  a  38°C.   Posteriormente,   Ia  reaccjón  se  jnició  al  añadir  el  glutamato  de  sodio,  se

incubó durante  15  min, y  ésta se detuvo  al  añadir  1  mL del  reactivo  de  Fec13  (volúmenes

iguales de:  Fec13.6H20  al  10%  en  0.2  N  Hcl,  ácido tricloroácetico  al  24%  y  Hcl  al  50%).
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Se  centrifugaron  los tubos durante  15  min  a  2,561  x g,  y se  leyeron  las  absorbancias  a

540 nm para determinar la cantidad de yiilutamil hidroxamato formado.

Paralelamente,  se  preparó  un  blanco  de  react.ivos,  al  cual  no  se  le  agregó  el

extracto proteico, y cuyo volumen se compensó con el amorliguador.

Cuando se  midió  la  actividad  en  función  del tiempo,  se  utilizó  un  volumen  fijo  del

extracto. La  reacción se detuvo a lo§ 0,  5,10,15, y 20 min de incubación.  Posteriormente,

se realizó el  centrifugado y la  lectura de  las absorbancias.  Se incluyó  un  blanco de tiempo

cero que contenía el extracto  proteico,  por lo que se detuvo la  reacción con  la mezcla de

Fec13 antes de la activación con glutamato de sodio.

EI  ATP,   la  cisteína  y  la  hidroxilarina  se  prepararon  inmediatamente  antes  de

usarse.   La   actividad   específica   se   reporta   como   Limoles   de   y-glutamil   hidroxamato

fomado   por   minuto   por   mg   de   proteína   ümoles   yLglutamil   hidroxamato   min-'   mg-`

proteína).

2.2.5  MEDICIÓN  DE  LA ACTIVIDAD DE GOGAT-NADH

Se siguió el método de Loyola-Vargas y Sánchez de Jiménez (1986).

Se utilizó la siguiente mezcla de reacción:

Componentes      Concentración   final [mM]      Volumen  (mL)

Tris-Hcl                                       loo                                               1.5-1.8                  pH  7.5

a-cetoglutarato                       10                                                0.5                      pH 7.O

Glutamina                                  30                                                 0.5

NADH                                              0.16                                             0.2

Extracto                                                                                     O.1,   0.2y o.3

Volumen total                                                                              3.0

Las  molaridades  se  refieren   a  la  concentración  final  en  la  mezcla  de  reacción,

excepto para el Tris.

La mezcla de reacción se preincubó durante 2 min a  30°C y la  reacción se inició al

añadir el  NADH  (recién  preparado).  Se  nridió  el  cambio de  absorbancia  a  intervalos de  1

min  a  340  nm  durante  5  min  totales.   La  actividad  se  reporta  como  nmoles  de  NADH

consumidos  en  la   reacción   por  minuto  por  mg  de  proteína  (nmoles  NADH  min-'   iTu-`

proteína).
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2.2.6  MEDICIÓN DE LA ACTIVIDAD DE GDH-NADH

Para  realízar esta deteminación, se siguió el método de Loyola-Vargas y Sánchez

de Jjménez (1984).

Se utilizó la síguiente mezcla de reacción:

Componentes

Tris-HCL

a-cetoglutarato

Cloruro de amonio

NADH

Extracto

Volumen total

Concentracíón final [mM]       Volumen  (mL)

100

10

100

0.16

1.6-1.9                             pH  8.2

0.5

0.5

0.1

0.01,  0.02 y 0.03

3.0

pH  7.0

Las  molaridades  se  refieren  a  la  concentración  final  en  la   mezcla  de  reacción,

excepto para el Tris.

La mezcla de  reacción se preincubó durante 2 min a 30°C y la  reacción se Ínició al

añadír el  NADH  (recién  preparado).  Se  midió el  cambio de absorbancia en  intervalos de  1

mjn  a  340  nm durante  5  min totales.  La  actividad  enzimática  se  reporta  como  nmoles de

NADH consumidos en  la  reacción por minuto por mg de  proteína  (nmoles NADH  m.n-'  mg-
i  Proteína).

2.2.7.  MEDICION  DE  LA ACTIVIDAD DE  GDH-NAD+

La  determinación  se  realizó  siguiente  el  protocolo  reportado  por  Loyola-Vaigas  y

Sánchez de Jiménez (1984).

La mezcla de reaccjón empleada se compuso de la siguíente manera:

Componentes

Tris-HCI

Glutamato de sodio

NAD`

Extracto

Volumen total

Concentración tinal [mM]         Volumen  (mL)

2.15-2.3                   pH  9.4

0.5                      pH 7.0

0.2                       pH  8.0

0.05,  0.1  y  0.15

3.0
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Las  molaridades  se  refieren  a  la  concentración  final  de  la  mezcla  de  reacción,

excepto  para  el  Tris.  La  mezcla  de  reacción  se  preincubó  durante  2  min  a  30°C  y  la

reacción    se   injció   al   añadir   el    NAD+    (recién    preparado).    Se    midió   el    cambio   de

absorbancia a  intervalos de 1  min a 340 nm durante  5 min totales.  La actividad enzimática

se definió  como  nmoles de  NAD+  utilizados  por minuto  por mg de  proteína  (nmoles  NAD+

min-i  mg-`  Proteína).

2.2.8 CUANTIFICACIÓN DE  PROTEÍNAS

El contenido de proteínas se determinó  por el  método de Peterson eí a/.  (1977).  Se

elaboró una cuwa patrón (0-100 ug) con albúmina sérica bovina.

El  procedimiento  a  seguir  para  la  curva  patrón  y  el  ensayo de  las  muestras fue  el

siguiente: se completó el volumen de la  muestra a  1  mL con agua destilada, se le adicionó

0.1  mL de desoxicolato de sodio al 0.15%, se agitó e incubó durante  10 min a temperatura

ambiente.  Luego,  se  añadió  0.1  mL  de  ácido tricloroacético  al  72  %  (frío).   Se  incubó  20

min en  hielo,  para  posteriormente centrifugar a 2 561  x g durante  15 min.  El sobrenadante

se desechó y  la  pastilla se  resuspendió  en  1  mL de agua y se  le añadió  1  mL del  reactivo

A,  recién  preparado.  Se  incubó  10  min  a  temperatura  ambiente,  y  posteriormente,  se  le

adicionó  0.5  mL del  reactivo  8,  incubándose 30  min  a temperatura  ambiente.  Finalmente,

se determinó la absorbancia a 750 nm.

Reac#vo A, se preparó con volúmenes iguales de los reactivos del 1  al 4.

1) Cobre-tartrato-carbonato (CTC). Se preparó a partir de Na2C03 al 10%  (p~), se

añadió  CuS04  a  una  concentración  de  0.1%  (pW)  y  tartrato  de  sodio  y  potasio  a  0.2%

(p„).
2) Dodecjl sulfato de sódio (SDS) al 10 %  (pW)

3) NaoH 0.8 N

4) Agua destilada

Reacú.vo 8: Reactivo de Folin€iocalteau (1 :6 v^)

2.2.9 CUANTIFICACIÓN DE AMINOÁCIDOS

Se  utilizó el  método de Cocking y Yemm (1954),  en el cual  un volumen de muestra

(2040 uL) se completó con  agua destilada hasta  1  mL, se le agregó  1  mL del reactivo de

ninhidrina  (8)  recién  preparado y se  colocó  en  un  baño  María  a ebullición durante 30  min.
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Al término del tiempo,  se  le  agregaron  2.5  mL de isopropanol  al  50%,  se dejó  reposar  15

min a temperatura ambiente, y se leyó la absorbancia a 570 nm.

Reactivo de ninhidrina:

Reactivo   A:   amortiguador   de   citratos   0.2   M   pH   5.0   (recién   preparado).    Se

agregaron por cada 50 mL del amoniguador,  0.08 g de cloruro de estaño.

Reactivo  8:  se  toman  10  mL  de  reactivo  A  y  se  le  agregan  0.4  g  de  ninhidrina,

previamente disuelta en  10 mL de metilcelosolve.

2.2.10 CUANTIFICACIÓN DE AMONlo

Se determinó  por  la técnica  de  Nessler (Streli  y Averell,1970),  en  donde  se tomó

un  volumen  de  muestra  (2040  uL)  y  se  llevó  a  un  volumen  final  de  5   mL  con  agua

destilada,   se   le   agregaron   0.5   mL  del   reactivo   de   Nessler   (solución   madre   diluida),

dejándolos  reposar  durante  30  min  en  oscuridad  y  finalmente,  se  leyó  la  absorbancia  a

385 nm.

El reactivo de Nessler está compuesto de los siguientes reactivos:

10 g de yoduro de mercurio + 7 g de yoduro de potasio en  10 mL de agua fría.

16 g de hidróxido de sodio disueltos en 70 mL de agua fría.

Para  prepararlo,  se  mezclaron  las dos soluciones  anteriores  lentamente,  evitando

el  calentamiento,  y  se  aforó  a  100  mL  con  agua  destilada.   El  reactivo  se  preparó  en

condiciones de oscuridad  (solución  madre).  Después, se tomó  1  mL de esta solución, y se

diluyó con agua a  10 mL (solución  madre diluida).

2.2.11  CUANTIFICACIÓN  DE CAPSAICINOIDES

Se   tomaron  tres   placentas,   las   cuales   se   congelaron   con   nitrógeno   líquido   y

posteriormente se  molieron  en  un  mohero.  De ahí se  pesó  0.2 g, se  le agregó  acetonitrilo

(40  mu g  de  peso fresco) y se incubó a  baño María  a 80°C durante 4  h.  Finalizado este

tiempo, se filtró al vacío (papel filtro Whatman  N°  1) y el extracto se guardó en oscuridad a

-20°C.   La  separación  de   los  capsaicinoides  se  hizo  por  cromatografía   líquida  de  alta

resolución  (HPLC;  Collins  eía/.,1995).

Para  la  inyección  de  las  muestras  en  el  equipo,  se  utilizó  una  alícuota   de  2  mL,

misma  que fue  fmrada  a  través  de  unidades  Millex  LCR  (Mimpore)  de 0.45  Hm.  Se  utilizó

un  HPLC Agilent serie  1100  (Agilent Technologies,  Germany)  con  detector de  arTeglo de

diodos.  La  separación  de  los  capsaicinoides  se  llevó  a  cabo  en  una  columna  de  fase
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reversa  Zorbax  Octadecn  Silano  (ODS)  C18  (tamaño  de  partícula:  5  um,  4.6  mm  x  150

mm).   Las  condiciones  del  ensayo  fueron:  temperatura  ambiente,   con   una  fase  móvil

isocrática: mezcla de dos disolventes en una relación 30A:70B  [A=  metanol:agua (10:90) y

8=  metanol   100%].   El  tiempo  de  corrida  fue  de  10   min   con  un  flujo  de   1   mL/min,  a

temperatura ambiente, con  un volumen de inyección de 20  iiL y a una longitud de onda de

280 nm.

Para  la  determinación  de  los capsaicinoides  en  el  medio  de  cultivo, se  liofilizó  una

alícuota de  10 mL y posteriormente se realizó la extracción con  1.25 mL de agua + 2.5 mL

de   acetonitnlo.   Los  tubos  se   mantuvieron   a   baño  María  durante   un   periodo   de  4   h.

Finalmente se tomó la fase orgánica y se midieron  los capsaicinoides de la misma  manera

como se midieron en la placenta.

Tanto  la  capsaicina  como  la  dihidrocapsaicina  fueron  identificadas y  cuantificadas

usando estándares de ambos compuestos.
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN

3.1    EL   ÁCID0   SALICÍLICO   Y   EL   JASMONATO   DE   METILO   INDUJERON

CAMBIOS  EN LA ACUMULACIÓN  DE CAPSAICINOIDES

Para  los tratamientos de  inducción  con  ácido salicílico  (AS)  y jasmonato de  metilo

(MeJa),   se   utilizaron   tres   concentracjones:   5,   50   y   500   ijM,   y   se   cuantificaron   los

capsaicinoides  acumulados  en  el tejido  placentario  y  los  liberados  al  medio  de  cultivo,  al

inicio  del  tratamiento  y  después  de  12,  24  y  36  h  de  incubación.  Los testigos  no  fueron

expuestos al inductor.

En comparación con  los testigos, el tratamiento con AS estimuló la acumulación de

capsaicinoides   (Figura   3.1A).   El   nivel   máximo   de   acumulación   de   capsaicínoides   se

detectó a las 24 h con el tratamiento de 500  LiM de AS (Figura 3.18).

En  las  primeras  12  h  del tratamiento  con  AS,  hubo  un  aumento  en  la  cantídad  de

capsaicinoides,  que  fue  más  pronunciado  que  el  observado  durante  las  siguientes  12  h.

Posteriormente,   la   acumulación   de   estos   compuestos   permaneció   constante   (Figura

3.18).  El  contenido  total  de  capsaicinoides  en  el  testigo  fue  entre  16.49  y 28.38  umoles.

En  comparación,  el  tratamiento  con  500  ijM  de  AS  produjo  un  incremento  de  17.32  a

44.24  umoles en  el  mismo  periodo;  es decir,  en  el testígo hubo  un  aumento de  72%  a  lo

largo del experimento, mentras que en el tratamento con AS fue de 155%.
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F.igura 3.1.  Efecto del tratamiento con ácido salicílico sobre el contenido de capsaicinoides totales

por matraz en cultivos in vitro de placentas   A)  Efec[o de la cx)ncentración de AS (5, 50 y 500 ijM) y

8) Testigo y el tratamiento con 500 uM en el que se observó el mayor efecto sobre la ac;umulación

de los capsaicinoides.  Los  matraces contenían  3 g de  peso fresco y 40 mL de medio.  Los datos

corresponden   al   valor  promedio   de  tres   repeticiones  y   las   barras  verticales,   a   la  desviación

estándar
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Por  otro   lado,   el   tratamiento   con   MeJa,   al   igual   que   con   el   AS,   estimuló   la

acumulación   de   capsaicinoides   (Figura   3.2A).   De   igual   manera,   el   nivel   máxímo   de

acumulación de capsaicinoides por matraz se detectó a las  12 h, siendo el tratamiento con

500  LiM  el  que  produjo  la  mayor respuesta  (Figura  3.28).  En  las  primeras  12  h,  después

del   tratamiento    con    MeJa,    hubo    un    aumento    en    la    cantidad    de    capsaicinoides.

Posteriormente,  ésta  disminuyó  durante  las  siguientes  12  h  (correspondiente  a  24  h).  EI

valor del contenido total de capsaicinoides por matraz en  el testigo fue de  19.4  hasta 25.7

Ljmoles entre las 0 y  las 24  h,  mientras que en  el tratamiento con  500 uM de MeJa  lo hizo

hasta  36.1   i.moles  en  el  rrismo  periodo;  esto  es,   mientras  que  en  el  testigo  hubo  un

aumento de  32%  en  el  contenido de capsaicinoides,  el tratamiento  con  MeJa  lo  indujo en

un 70%.

Bajo las condicíones experimentales,  el cultivo /.n vi.mD fue capaz de llevar a cabo la

síntesis  de  capsaicinoides  y  el  tratamiento  con  500  HM  de AS  o   de  MeJa  indujeron  una

acumulación    de    capsaicinoides    desde    las    12    h    de    exposición.    La    canti.dad    de

capsaicinoides  encontrados  en  el  cultivo  de  placentas  inmovilizadas  fue  mayor  que  la

repohada   para   los   cultivos   celulares   de   C.   annuum,   C.   Írt/Íescens   y   C.   ch/.nense

(Gutiérrez-Carbajal ef a/., 2010;  Lindsey y Yeoman,  1984), lo que sugiere que el estado de

díferenciación del tejido tiene gran influencia sobre la capacidad de acumulación, como se

ha  repohado  para  otros  metabolitos  secundarios.  Hasta  ahora,  éste es  el  primer reporte

en  utilizar las herramíentas de inducción  ¢.e.  utilización de AS y MeJa)  para el estudio del

metabolismo de los capsaicinoides en esta variante del cultivo de tejidos.
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F.igura 3.2.  Efecto  del  tratamiento con jasmonato  de  metilo sobre el contenido de  capsaicimides

totales  por  matraz  en  cultivos  in vitro de  placentas  de  Capsicum  chirRnse  Jacq   A)  Efeclo  de  la

concentración de MeJa (5,  50 y 500 ijM)  y 8)  Se muestra solamente al testigo y el tratamiento en

donde  se  observó  el  mayor  efecto  sobre  la  acumulación  de  dihidrocapsaicina.   Los  matraces

contenían 3 g de peso frescx) y 40 mL de medio.  Los da{os corresponden al valor promedio de tres

repeticioms y las barras verticales, a la desviación estándar
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La  capacidad  del  MeJa  para  estimular  la  síntesís  de  metabolitos  secundarios  ha

sido   bien   documentada;   no   obstante,   en   el   caso   del   AS,   este   tópico   aún   no   está

suficientemente   claro,   pues   mientras  que  en   el   caso  de  ciehos   metabolitos,   hay   un

aumento  en  la  acumulación,  en  otros ésta  disminuye  O(azan y Manners,  2008;  Beckers y

Spoel,  2006).   En  este  trabajo,  se  probó  el  efecto  de  estos  dos  mediadores  sobre  el

metaboljsmo  de  los  capsaicinoídes.  Los  resultados  de  inducción  obtenidos  concuerdan

con  lo  reportado  por Gutiérrez-Carbajal  eí a/.  (2010),  así como  por Sudha  y  Ravishankar

(2003).  Tanto  el  AS  como  el  MeJa    ti.enen  un  efecto  positivo  sobre  la  acumulación  de

estas arilamidas.

Adicionalmente,   se   sabe   que   la   inducción   tiene   un   efecto   posítivo   sobre   la

actividad  de   las   enzimas  fenilalanina   amonio   ljasa   (PAL;   Holden   y  Yeoman,   1994)  y

capsaicinoide   sintasa   (CS;   Suresh   y   Ravishankar,   2005),   reacciones   que   han   sido

señaladas como  puntos  limitantes durante  la  biosíntesis de  los  capsaicinojdes  en cultivos

mantenidos   /.n   v/.Íro   (Ochoa-Alejo  y  Gómez-Peralta,   1993).   De   igual   manera,   en   este

trabajo  se  logró  establecer  una  metodología  para  la  inducción  de  la  acumulacjón  de  los

capsaicinoides   en   placentas   inmovilizadas  de   Caps/.cum   ch/.nense  Jacq.,   misma  que

puede ser utilizada para   posteriores estudios sobre regulación de su  metabolismo.

3.2  LA VARIACION DE LA CONCENTRACIÓN TOTAL DE NITRÓGENO

INDUJÓ CAMBIOS SOBRE LA ACUMULACIÓN DE CAPSAICIN0IDES

La  disponibilidad  del  N  es  un  factor  impor[ante  durante  la  síntesis  y  acumulación

de los capsaicinoides, tanto a  nivel de la  planta como bajo condiciones /.n v/.jh Wonfone-

González eí a/., 2010;  Johnson y Decoteau,1996).  En el sistema /.n vy.Íro las variables que

pueden  manipularse con  respecto a este  macronutrimento son su concentración total y la

relación  N03"H4+.  Ambos  factores  afectan  tanto  el  crecimiento  como  la  producción  de

metabolitos  secundarios  (Arias  Zabala  eí  a/.,  2009;  Yeoman  y  Yeoman,   1996).   Por  lo

tanto,  en  este  trabajo,  se consideró  evaluar el  efecto de  la variación  en  el  contenido total

deN.

El medio MS presenta una concentración total de 60 mM de N y en vista de que a

concentraciones de  10 mM puede ser limitante,  rrientras que a concentraciones cercanas

a  los  80  mM  puede  resultar inhibitorio  para  la  producción  de  metabolitos  secundarios,  se
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decidió  evaluar  tres  concentraciones  de  N  total:   10  (limitante),  30  (mediana)  y  60  mM

(completa).

El  contenido  total  de  capsaicínoides  con  60  mM  se  mantuvo  a  lo  largo  del  ciclo  y

sólo  se  pudo   apreciar  un   ligero  incremento   hacia  el  día   5.   Sin   embargo,   cuando  se

aplicaron    las   dosis   media   y    limitante,    se   detectaron   cambios   en    la   dinámica   de

acumulación  de  estos  metabolitos  (Figura  3.3).  Mientras que  con  30  mM  de  N  se vio  una

mayor diferencia  en  el día  3,  en  comparación  con  la  dosis  completa  de  N;  con  10  mM  se

apreció  un  ligero  incremento  en  el  primer  día  después  de  haber  establecido  el  cultivo.

Estos   datos   en   su   conjunto   sugieren   que   el   N   tuvo   efectos   inhibftorios   sobre   la

acumulación  de  los  capsaicinoides.   Las  dosis  con   menor  N   resunaron  en   una   mayor

acumulación  de  estas  arilamidas.  Este  fenómeno,  en  el que  bajas concentraciones de  N

estimularon   la   producción  de   ciertos   metabolitos  secundarios  se  ha   observado  en   F.

ananassa,  donde  10  mM  de  N  estimuló  la  producción  de  antocianinas  (Sato  eí a/.,1996).

Esto probablemente se debe a que los precursores generados en el metabolismo primario

son  desviados  hacia  la  producción  de  metabolitos  secundarios  (Raval  eí a/„  2003).  Por

otro   lado,   una   concentración   alta   de   N,   alrededor   de   80   mM,   con   sus   respectivas

variaciones  entre  especies  y  tipos  de  cultivos  /.n  v/.Íro,  inhibió  la  producción  de  ciertos

metabolitos secundarios (Zhong y Wang,1998). Además, en N.  Íabacum concentraciones

elevadas de  N03-inhibieron  una gran  parte del  metabolismo de  los fenilpropanoides,  ruta

que da  lugar a  los capsaicinoides (Fritz eí a/.,  2006).  En  este caso, al  modificar la cantidad

de  N  de 60  a  10  mM  de  N total,  se  redujo  la  concentración  de  N03-de 40  a  6.66  mM,  lo

que    podría    estar   disparando   el    metabolismo   de    los   fenilpropanoides.    Con    estos

resultados, se puede concluir que una variación  en  la concentración de  N total en el medio

de  cultivo  afecta  la  acumulación  de  capsaicinoides  en  tejido  placentario  inmovilizado  de

chile habanero.
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F.igura 3.3. Efecto de la variación de la concentración total de N sobre la acumulación de

capsaicinoides totales por mstraz en cultivos in vftro de placentas de Capsicum chinense Jacq. Los

matraces contenían 3 g de peso fresco y 40 mL de medio. Los datos corresponden al valor

promedio de tres repeticiones y las barras verticales, a la desviación estándar.

3.3  EL ÁCIDO SALICÍLICO Y EL JASMONATO DE METILO NO PRODUJERON

CAMBlos SOBRE  LA ACTIVIDAD DE LAS  ENZIMAS DE ASIMILACIÓN  DE

AMONIO

Una   vez    establecjdos    los    parámetros   de    inducción    con    AS    y    MeJa    (i.e.

concentración  única:  500  LiM y tiempo de exposición: 24 y 36 h,  respectivamente) sobre el

cultwo  /.n  vjrro  de  placentas,  se  procedió  a  determinar  las  actividades  de  las  enzimas

encargadas   de   la   asimlación   de   amonio.   Se   observó   un   aumento   en   la   actividad

específica  de  la  GS  entre  las  0  y  las  24  h,  tanto  en  el  tratamiento  con  AS  como  en  el

testigo;  pero sin diferencia entre éstos (Figura 3.4A). Algo simlar se observó con  la GS en

placentas  sometidas  al  MeJa  (Figura  3.5A),  así  como  para  la  GOGAT en  las  placentas

expuestas a AS (Figura 3.48) y MeJa  (Figura 3.58).
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Figuia 3.4. Efeclo del AS sobre la actividad de las enzimas de asimilación de amonio  A) GS,  8)

GOGAT-NADH, C) GDH-NADH y D) GDH-NAD+ .  Los matraces contenían 3 g de peso fresco y 40

mL de medio. Los datos corresponden al valor promedio de tres repeticiones y las barras
verticales, a la desviación estándar.
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F-igura3.5. Efecío del MeJa sobre la actividad de las enzimas de asimilación de amonio. A) GS, 8)

GOGAT-NADH, C) GDH-NADH y D) GDH-NAD'   Los matraces contenían 3 g de peso fresco y 40

mL de medio  Los dalos corresponden al valor promedio de tres repeticiones y las barras

verticales, a la desviac;ión estándar.
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Respecto a  la GDH tanto en  el sentl.do aminativo  (dependiente de NADH)  como en

el  sentido  desaminativo   (dependiente  de   NAD),   los  tratarientos  tampoco   produjeron

cambios   en   la   actividad,   respecto   al   testigo   (Figura   3.4C   y   D)   y   solamente   en   el

tratamiento  con  AS,  se  observó  una  disminución  a  las  24  horas  de  exposición  (Figura

3.5C y  D).

Por otro lado,  al observar las actividades de  la GDH obtenidas en tejido placentario

sometidas a tratamiento con  MeJa  (Figura  3.5C y D),  se aprecia que,  tanto  en  el sentido

aminativo   como   el  desaminativo,   no   hubieron   diferencias   con   respecto   al   testigo.   AI

comparar los tratamientos con AS y MeJa se  observa  una respuesta diferente solamente

en  el  caso  de  la  actividad  de  la  GDH,  1o  cual  podría  explicarse  con  base  en  el  hecho  de

que  cada  uno de estos  inductores  activa  rutas de transducción  diferentes  (Repka,  2001 ;

Maleck   y    Dietrich,    1999),    aún    cuando    ambos    condujeron    a    la    acumulación    de

capsaicinoides en el tejido placentario.

Si  bien  es  cierto  que  existen  repones  de  que  el  tratamiento  con  AS  aumenta  la

actividad  de  la  GS  (Rana  eí  a/.,  2008),  así  como  MeJa  hace  lo  propio  para  la  GDH

(Watanabe  eí a/.,  2007),  en  este sistema experimental  esto  no  pudo ser observado.  Esto

podría  tener  dos  explicaciones:  la  primera  sería  que  en   Caps/.cum  ch/.nense  esto   no

ocurre,  pues  este  aumento  en  la  expresíón  sólo  se  circunscribe  a  ciertas  especies  y/o

tejidos,  y  la  segunda  podría  ser  que  el  sistema  experimental  no  reúne  las  condiciones

ideales para poder observar este efecto. Aún cuando podría presentarse diferencias en  la

actividad de  las enzimas evaluadas en  los tejidos que  han sido tratados con AS o MeJa,

estos   cambios   no   pudieron   observarse,   posiblemente  debido  a   un   enmascaramiento

provocado por el  exceso de N en el medio MS completo  (60 mM) que fue  Litilizado.

3.4   LA CONCENTRACIÓN   DE NITRÓGENO TOTAL EN EL MEDlo  DE

CULTIVO  MODIFICÓ LA ACTIVIDAD DE  LAS  ENZIMAS DE ASIMILACIÓN  DE

AMONIO

Una vez que se  encontró  que  la  disminución  en  la cantidad  de  N total  aumentó  la

acumulación  de  los  capsaicinoides,  se  determinaron  los  efectos  sobre  la  actividad  de  las

enzimas  de  asimilación  de  amonio.  En  este  experimento  se  evaluó  una  concentración

total  de   10   rnM   de  N,   por  ser  aquella  en  la  que  se  encontró  el   mayor  contenido  de
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capsaicinoides.  A  la   par  se   hizo  lo   mismo  con   el   medio  que  contenía  60   mM   (dosis

completa  de  N).  Las  actividades  de  las  enzimas  NR  (Baas-Espinola,  2009),  NR  (Roca-

Mézquita, 2009), GS y GDH-NADH  (Ancona-Escalante, 2009), alcanzaron  los máximos de

actividad específica  a  los tres días de haberse establecido el cultivo de  placentas.  Por lo

tanto,  las enzimas fueron evaluadas a ese tiempo.  En  los cultivos mantenidos con  la dosis

completa  de  N  total,  se  observó  un  aumento  en  función  del  tiempo  en  la  actividad  de

todas las enzimas evaluadas (GS,  GOGAT-NADH,  GDH-NADH y GDH-NAD;  Figura 3.6).

Por otro  lado,  cuando las  placentas se  mantuvieron  con  10  mM de  N,  si  bien  hubo

un  ligero  aumento  en  la  actividad  de  GS  a  1o  largo  del  tiempo,  éste  siempre  se  mantuvo

por   debajo   del   tratamiento   con   la   dosis   completa   (Figura   3.6A).   La   actividad   de   la

GOGAT-NADH  se  mantiene  igual  que  en  el tiempo  cero  con  10  mM  de  N;  sin  embargo,

con  la dosis completa,  la actividad de esta enzima  aumenta  (Figura  3.68).  Las actividades

de   la   GDH-NADH   y   la   GDH-NAD   disminuyeron    incluso   a   niveles   inferiores   a    los

detectados   al   inicio   del   experimento.   Esto   sugiere   un   papel   preponderante  del   ciclo

GS/GOGAT  en  condiciones  de  baja  disponibilidad  de  N.  De  los  resultados  obtenidos  se

podría  concluir que  la disponibilidad del  N tuvo un  efecto  positivo sobre  la actividad de  las

enzimas de asimilación de amonio.

EI   N   es   un   macronutrimento   esencial,   cuyas   ftientes   orgánicas   e   inorgánicas

fungen  como  señales  claves  que  gobiernan  la  expresión  de  un  gran  número  de  genes

relacionados  directa  o  indirectamente  con  su  metabolismo  en  plantas  O/idal  y  Gutiérrez,

2008).  La  disponibilidad  de  nitrógeno  en  cantidad  suficiente se torna  fundamental  para  la

productividad  en  la  agricultura,  por 1o que existe  actualmente  una cantidad  apabullante de

artículos   relacionados  en  este  tópico  en   plantas  de  interés  agronómico.   No  obstante,

también es una de las razones por las que se han visto escasamente explorados aspectos

del  metabolismo nitrogenado,  relacionados con  la  producción de  metabolitos secundarios,

como lo es,  en este caso, durante la producción de capsaicinoides en  Caps/.cum ch/.nense

Jacq.

Uno  de  los  aspectos  importantes  del  metabolismo  nitrogenado  que  se  evaluó  en

este  trabajo  ftie  la  respLiesta  de  las  enzimas  de  asimilación  de  amonio  en  placentas

productoras  de  capsaicinoides  ante  diferentes   regímenes  de  disponibilidad  de  N  total

(N03-:   NH4+;    relación   2:1.    respectivamente).    Los   resuttados   muestran   que   bajo   las

condiciones en  las que las placentas son  mantenidas con 60  mM de  N,  la actividad de  las

enzimas evaluadas  aumentó  considerablemente  en  un  periodo de tres días.  Estos datos
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corroboraron  lo  descrito  con  anterioridad  (Ancona-Escalante,  2009;  Baas-Espinola,  2009;

Roca-Mézquita,   2009).    Los   resultados   implicarían   que   el   N03-,   que   estaba   siendo

reducido  a  NH4+,  se  utiliza  por  las  enzimas  del  ciclo  GS/GOGAT  y  por  la  GDH-NAD(H).

Sin   embargo,  en   bajas  cantidades  de  N  (10  mM),   la  actividad  de  estas  enzimas  se

mantiene igual que  en  el tiempo cero (GS y GOGAT)  e incluso tienden  a mantenerse por

debajo de este valor (GDH-NAD(H)).

La   disminución   en    la   actividad   de    las   enzimas   de   asimilación   de   amonio

encontrado en este trabajo podría explicarse con base en el hecho de que el N03-controla

la  expresión  de  cientos  de  genes  involucrados  en  un  amplio  rango  de  procesos  en  la

planta, y que por lo tanto,  al disminuir la cantidad de este compuesto en el  medio (de 60 a

10  mM),  de  igual  manera  esta  acción  se  ve  reflejada  en  una  disminución  en  la  actividad

de estas enzimas.  Por ejemplo,  el  nitrato regula su  propia toma y asimilación a través de

la  regulación de transportadores de N03-, o la nitrato  reductasa mediante la  producción de

poder   reductor   (modificando   la   ruta   pentosa   fosfato).   EI   N03-  así   mismo   regula   la

expresión  de  genes  involucrados  en  el  metabolismo  del  carbono,  y  de  esta  manera,

coordina  la  producción  de  ácidos  orgánicos,  necesarios  para  la  conversión  del  N  de  una

forma  inorgánica  a  otra  orgánica  como  los  aminoácidos  glutamato  y  glutamina  Vidal  y

Gutiérrez, 2008).
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F-igura 3.6. Efecto de la variación de la cantidad total de nitrógeno sobre la actividad de las

enzimas de asimilación de amonio  A) GS,  8) GOGA,T-NADH, C) GDH-NADH y D) GDH-NAD+   Los

matraces contenían 3 g de peso fresco y 40 mL de medio. Los dalos corresponden al valor

promedio de tres repeticiones y las barras verticales, a la desviación estándar.
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3.5   LAS POZAS DE AMONIO Y AMINOÁCIDOS SE  MANTUVIERON

CONSTANTES CUANDO EL TEJID0 PLACENTARIO  FUE TRATADO CON EL

ÁCIDO SALICÍLICO 0  EL JASMONATO DE  METILO

Con   la   finalidad   de   complementar   los   datos   obtenidos   sobre   las   astividades

enzimáticas  del  metabolismo  primario  del  nitrógeno  en  las  placentas  bajo  las  diferentes

condiciones   evaluadas,   se   cuantificó   la   poza   endógena  de   amonio,   sustrato   de   las

enzimas  analizadas,  así  como  la  cantidad  de  aminoácidos totales  como  una  estimación

del N que está siendo incorporado a su forma orgánica.

Cuando  el  cultivo  se sometió  a  condiciones  de  inducción,  tanto  con  AS  como  con

MeJa,  el  contenido de  amonio  se  mantuvo  en  un  nivel similar al del testigo  (alrededor de

los 40  Limoles por gramo de peso fresco;  Figura 3.7).

La poza endógena de aminoácidos, como equivalentes de glutamato, en placentas

sometidas  al  proceso  de  inducción  se  mantuvo  sin  cambios  a  1o  largo  del  periodo  de

tratamiento  (Figura  3.8).  Los  valores  se  mantuvieron  alrededor  de  25  Limoles  por gramo

de pe§o fresco.  De estos datos, se podría sugerir que a pesar de que los tratamjentos con

AS  o  MeJa  podrían  incrementar la  demanda  de  N  (en  forma  de  amonio y  aminoácidos)

para  producir capsaicinoides en  placentas  rnantenidas  en  un  cultivo /.r} vffm,  este tejido  es

capaz  de  suministrarlos  sin  alterar  la  poza  endógena,  posíblemente  debido  a  que  se

encuentran en  un medio rico en  nitrógeno (60 mM).
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F-iguia 3], Efecto del A) ácido salicílico y del 8) jasmonato de metilo sobre la poza de amonio en

placentas cultivadas in vi[ro de Capsicum chinense Jacq. Los matraoes oontenían 3 g de peso

fresco y 40 mL de medio. Los datos corresponden al valor promedio de tres repsticioms y las

barras verticales, a la desviación estándar

0!¿

Tiempo(horas)

Tesdgo

ITrst500HMAS

F.igura 3.8. Efecto del A,) ácido salicílico y del 8) jasmonato de metilo sobre la poza de aminoácidos

en placentas cuMivadas in vitro de Capsicum chinense Jacq,  Los matraces contenían 3 g de peso

fresco y 40 mL de medio. Los datos cxgrresponden al valor promedio de tres repeticiones y las

barras veriicales, a la desviación estándar.
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3.6   LAS POZAS DE AMONIO Y AMINOÁCIDOS  EN EL TEJIDO  PLACENTARIO

SE VIERON AFECTADAS CUANDO SE  MODIFICÓ  LA CONCENTRACIÓN

TOTAL DE  N EN EL MEDIO DE CULTIVO

El  contenido  de  amonio  en  las  placentas  mantenidas  en  la  dosis  completa  de  N

aumentó  con  respecto  al  tiempo,  injciando  con  un  contenido  de  alrededor de  30  L.moles

para alcanzar en  el día  3  un valor cercano a  los 70  (Figura  3.9).  Esta  mísma tendencia se

observó  en  las  placentas  tratadas  con  MeJa,  i.e.  un  aumento  en  la  concentración  de

amonio  debido  al  tiempo  de  cultivo.  Cuando  se  redujo  la  cantidad  total  de  N,  de 60  a  10

mM, el contenido de amonio se mantuvo sin cambio.

Por  otro  lado,  con  la  dosis  completa  de  N  el  contenido  de  aminoácidos  en  las

placentas  se  mantuvo  constante  desde  el  inicio  del  tratamiento  hasta  el  día  3  (Figura

3.10).  Cuando  este  tejido  se  mantuvo  con   10  mM  de  N,  el  contenido  de  aminoácidos

disminuyó.  Esto  probablemente  se  explicaría  debido  a  que  al  disminuir  la  cantidad  de

nitrato  y  amonio,  disminuyó  la  actividad  de  las enzimas  de  asimilación de  amonio  O=igura

3.6),  y  concomitantemente  el  suministro de  Glu  y  Gln,  necesario  para  la  síntesis de  otros

aminoácidos.  Esto estaría entonces ligado a que  una disminución en  la cantidad de nitrato

dispara  la  síntesis  de  capsaicinoides  (Figura  3.3),  y  con  ello  aumentó  la  demanda  de

precursores,  necesidad  que  sería  amortiguada  por  las  pozas  endógenas  de  amonio  y

aminoácidos.
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Flguia 3.9. Efecío de la variación de la cornentración total de N  sobre las poza de A) amonio y 8)

aminoácidos en placenlas cultivadas in vitro de Capsicum chimgnse Jacq. Los matraces contenían

3 g de peso fresco y 40 mL de medio. Los datos corresponden al valor promedio de tres

repeticiones y las barras veriicales, a la desviación estándar.
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3.7 DISCUSIÓN  GENERAL

EI  N  es  un  elemento  necesario  para  la síntesis   de  los  capsaicinoides,  ya que su

disponibilidad afecta la capacidad de acumulación de sus precursores (Monforte-González

ef a/.,  2010;  Johnson  y  Decoteau,1996).  El  tejido  placentario  de  Caps/.ct/m  amuum  es

capaz   de   mantener  la   síntesis   de   capsaicjnoides   cuando   se   cultiva   /.n   w.Ím   con   N

inorgánico   (nitrato  y  amonio)   como   única   ftiente   (Johnson   ef  a/„   1990).   Esto   llevó  a

plantear  la  hipótesis de que  las  placentas tienen  la  maquinaría enzimática  necesaria  para

convertir el  N  inorgánico a  una forma  orgánica, y  con  ello,  proveer los  precursores para  la

síntesis  de  capsaicinoides   "iranda-Ham  eí  a/.,   2007).  A   pesar  de  que   la   evidencia

sugiere que el tejido placentario es capaz de conseguir los precursores necesarios para la

síntesis  de  capsaicinoides  (valina,  leucina y fenilalanina),  hasta  ahora,  el  origen  de  éstos

permanecía desconocido (Miranda-Ham eí a/„ 2007; Vázquez-Flota eí a/., 2007).

La  placenta  es  capaz de  reducir  el  nitrato  a  amonio  (Baas-Espinola,  2009;  Roca-

Mézquita,  2009),  para  incorporarse  a  una  forma  orgánica  como  glutamato  y  glutamina

(Ancona-Escalante,  2009).  Además,  el  amonio  es  la  principal  fuente  de  nitrógeno  para

este tipo de tejido, al menos bajo condiciones /.n v/.Íno.

Sin   embargo,   la   relación  que   pudiera   existir  entre   las  enzimas  de   asimilación

primaria y la síntesis de capsaicinojdes aún  no era clara,  por lo que en el presente trabajo,

se buscó establecer la  relación  potencial  entre el  metabolismo  primario y el secundario en

un  cultivo de  placentas /.n  v/.Íro de  Caps/.cum ch/.nense Jacq.  Para  ello,  se desarrolló  una

estrategia  para  actívar  la  síntesis  de  capsaícinoides  de  dos  formas  diferentes:  primero,

con   la   jnducción   del   metabolismo   secundario,   y  segundo,   con   la   modificación   de   la

cantidad  total  de   N  que   repercutiría  sobre   las  enzimas  del   metabolismo   primario  del

nitrógeno.  Esto  se  hizo  con  el  fin  de  poder analizar el  metabolismo  nitrogenado  en  estas

condiciones.  EI AS y  el MeJa son  capaces de provocar un  aumento  en  la  acumulación  de

los capsaicinoides, tanto en  células en  suspensión  de  C.  ch/.nense  (Gutiérrez-Carbajal  eí

a/„  2010)  como en  placentas de  C.  annuum  (Sudha y  Ravishankar,  2003).  Por otro lado,

el  uso  de  diferentes  cantidades  de  N  afecta  la  síntesis  de  capsaicinoides  "onforte-

González eí a/.,  2010).

Para  alcanzar  los  objetivos  propuestos,  se  utilizó  como  sistema  experimental  el

cultivo  /.n  w.Íro  de  placentas  recubiertas  con  una  película  de  alginato.  Este  proceso  de

recubrimiento,   por  el   cual   el  tejido   es   aislado  físicamente   por  medio  de   una   barrera
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semipermeable,  permitió  que  las  placentas  se  mantuvieran  viables  y  metabólicamente

activas  hasta  un  periodo  de  hasta  cinco  días  después  de  su  establecimiento  (Ancona-

Escalante,  2009).  Este  sistema experimental,  por  un  lado  posee  las ventajas del sistema

/.n   vjím,   es   decir,   condiciones   controladas,   permitiendo   conservar   cierto   grado   de

organización,  que  es  muy  importante  para  [a  biosíntesis  de  los  metabolitos  secundarios

Werpoorte ef a/.,1999).

Los   resultados   muestran   que  a   pesar  de  que  el  AS  y  el  MeJa  indujeron   un

aumento  en  la  acumulación  de  los  capsaicinoides  (Figura 3.1  y  3.2),  las actividades de  la

GS y la GOGAT (Figura 3.4A y 8; 3.5A y 8) no se vieron afectadas por los tratamientos de

inducción.  De  este  modo,  en  la§  condiciones  ensayadas  [a  activación  del  metabolismo

secundario no requiere una activación del metabolismo básico.

Además,  al  parecer  la  actividad  de  la  GDH,  tanto  en  el  sentido  aminativo  como

desaminativo,  es tan  sólo  marginal,  pues  el ciclo  GS-GOGAT tiene  un  papel  central en  la

producción  de  los  precursores  para  la  síntesis  de  los  capsaicinoides  cuando  se  inducen

los   cultivos   con   AS   (Figuras   3.4C  y   D).   El   papel   principal   de   este   ciclo   durante   la

asimilación   de   amonio   en   tejido   placentario   también   ha   sido   señalado   por   Ancona-

Escalante (2009).

Es posible que los efectos, tanto del AS  como del MeJa,  ocurran sobre la  actividad

de las enzimas que se encuentren cercanas a la síntesis de los precursores (fenilalanina),

como   la  corismato  mutasa  o   la  arogenato  deshidratasa,   o   bien,  solo  sobre  aquellas

enzimas directamente involucradas con la síntesis de los capsaicinoides.

Posteriormente  se  evaluó  el  efecto  de  la  variación  en  la  cantidad  total  de  N  en  el

medio  de  cultivo.  La  disminución  en  la  cantidad  de  este  elemento tuvo  iin  efecto  directo

sobre  la acumulación de capsaicinoides.  Durante  las  primeras 24  h,  conl0  mM se detectó

un  aumento  considerable  de  estos  compuestos,   niientras  con  30  mM,  el  aumento  se

presentó hasta  las 72 h (Figura 3.3).

Estos  resultados  nos  muestran,  en  su  conjunto, que  el  contenido  de  N total  en  el

medio  desempeñó  un  papel  imporiante,  ya  que se  observó  un  aumento  en  la  producción

de  los  capsaicinoides   mediante  la  adición  del  AS  y  MeJa  (Figura  3.1   y  3.2),  sin  que

hubieran cambios importantes en las actividades de las enzimas de asimilación de amonio

(Figura  3.4  y  3.5).  Este  aumento  se  dio  incluso  sin  la  modificación  en  los  niveles  de  las

pozas de aminoácidos  o amonio  (Figura  3.7 y  3.8).  Esto fue  más  notable  cuando el tejido
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piies aún cuando hubo un aumento en la
acumulación   de   capsaicinoides   (Figura   3.3),   tanto   la   poza   de   amonio   com   la   de

aminoácídosftieroncapacesdecubrirlademandadeprecursores(Fjgura3.9).Sepodría

sugerir que  para  observar  un  aumento  en  las  actividades  de  las  enzjmas de  asjmilación

de amonio [GS,  GOGAT y GDH-NADU)] que conlleve  un incremento  concomitante en  la

acumulación  de  capsaicinoides,  deberán  aplicarse  los  inductores  a  un  cultivo  /.n  w.Íno  de

placentas  en  un  medio  con  una  cantidad  limítante  de  N.  De  esta  manera,  se  podría

separarelefectodelosinductoressobreestasenzimas,sÍlohubiera,delocasionadopor

el exceso de N en el medio.

De  este  modo,  los  datos  sugieren  que  bajo  las  condiciones  evaluadas  no  existe

una  relacíón  djrecta  entre  los  dos  procesos,  pues  aunque  hay  una  disminución  de  las

actividades  de  las  enzi.mas  de  asimilación  de  amonio,  Ias  placentas  fueron  capaces  de

acumular una  elevada  cantidad  de capsaicinoides.  Más  aún,  la  apljcación de AS o MeJa

no tuvo  un  efecto directo sobre las activídades de las enzimas de asimilación de amonio,

a pesar de promover la acumulación de capsajcjnoides.

Hasta   ahora,   este  es  el   primer  repone  de   un  trabajo  de   esta   naturaleza   en

Caps/.cum  ch/.nense,  en  donde  se  describe  el  papel  de  las  enzimas  involucradas  en  la

asimilación de amonio en relacíón con la síntesis de los capsaícinoides.
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Capítulo 4

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

4.1  CONCLUSIONES

El   iasmonato   de    metilo   y    el    ácido   salicílico    induieron   un    aumento    en    la

acumulación   de   los   capsaic.inoides   (tanto   capsa.icina   como   dihidrocapsaicina)   en   un

cult.ivo  /.n  vi.W  de  placentas  inmovilizadas  de   Caps/.cum   ch/.nense  Jacq.;  sin  embargo,

estosdosinductoresnodemostrarontenerunefectodirectosobrelasactividadesdelas

enzimasdeasimilacióndeamonio[GS,GOGAT-NADH,GDH-NAD(H)|.

Una  disminución  en  la  concentración  de  N  total  del  medio de  cumvo  repercute  en

unadisminucióndelaactividaddelasenzimasdeasimilacióndeamonio;noobstante,la

cantidaddecapsaicinoidesencontradaeneltejidoplacentarioseveaumentada.

Lostratam.ientosconjasmonatodemetiloyácidosalicílicosobrelasplacentasno

modificaron   las   pozas   endógenas  de   aminoác.idos   y   amonio,   ocurriendo   lo   contrario

cuandohubounadisminuciónenlaconcentracióndeNenelmediodecuttivo.

De este  modo,  el  aumento  en  la síntesis de capsaicinoides no  requiere,  al menos

en  las  condiciones  ensayadas,  Ia  asimilación  primaria  de  N,  probablemente  porque  los

inductorespromuevenlatransformacióndeintermediariostardíos.
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4.2 PERSPECTIVAS

Las   placentas   inmovilizadas   de   chile   habanero   han   demostrado   ser   un   buen

modelo  para  el estudio  del  metabolismo  primario de  N.  Hasta ahora,  en  nuestro grupo de

investigación,  se  ha  demostrado que  este tejido  es  capaz de  incorporar N  de  una  forma

inorgánica  a  una  orgáníca,  es  decír,  que  en  las  placentas  se  encuentran  ftincionales  las

enzimas  NR,   NiR,   GS/GOGAT-NADH  y  GDH-NAD(H)  (Ancona-Escalante,  2009;   Baas-

Espinola,  2009;   Roca-Mézquíta,  2009).  Además,   recientemente  tambjén  se  reporló   la

funcionalidad  de  una  enzima  más  que  panicipa  de  manera  Ímportante  en  la  síntesis  del

precursor fenilalanina:  la  corismato  mutasa  (Couoh-Nic,  2011).  Falta  ahora  determinar si

la  arogenato  deshidratasa,  otra  enzima  clave  en  la  síntesis  de  fenilalanina,  cuyo  origen

hasta ahora se mantiene desconocido, está presente en las placentas de chile habanero.

Con  este  trabaj.o  se  amplía  la  visión  jntegral  del  metabolismo  nitrogenado  que  se

encuentra  asociado a  la  síntesis de  los  capsaicinoides,  y que de alguna  manera,  provee

de   los   precursores   necesarios   para   que   ésta   ocurra.  Además,   estos   resuMados   nos

permiten  reconsiderar y plantear nuevas preguntas asociadas al  metabolismo del N en  el

tejido  placentario,  al  momento de  plantear experimentos  ftituros.  Aún quedan  por resolver

preguntas  como:  ¿Qué  pasaría  con  las  actividades  de  las  enzimas  de  asimilación  de

amonio   si   se   disnmuye   la   cantidad   de   N   en   el   medio   de   cultivo   y   se   aplican   los

inductores?,  ¿Qué sucedería con estas enzimas y la síntesis de capsaicinoides cuando la

relación     nilrato:amonio     del     medio     original     se     modifica?,     ¿Tendrán     el     mismo

comportamiento  con  respecto  a  la  inducción  con  AS  y  MeJa  aquellas  enzimas  que  se

encuentren  más cercanas a la síntesis de fenilalanina?,  ¿Qué sucedería con  la expresión

de los genes que codifican para cada una de eslas enzimas?, ¿Los patrones de expresión

de los transcritos se correlacionan con la síntesis de los capsaicinoides?

Los  capsaicinoides  son  metabolitos  secundarios  de  importancia  comercial  y  en  la

medida  en  que  se  vayan  comprendiendo  los  detalles  que  gobiernan  su  síntesis,  tanto

mejor  se   podrán   implementar  estrategias   biotecnológicas  que   permitan   aumentar  su

producción en un futuro no muy lejano.
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