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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 caracteristico de los
chiles habaneros (Capsicum chinense Jacq.) Ademas, los capsaicinoides tienen un alto
valor comercial debido a su amplio espectro de aplicaciones industriales. Para la sintesis
de estas arilamidas, se requieren moléculas que contienen nitrégeno (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 sintesis y
acumulacion de los capsaicinoides también puede ser modificada por la adicidn de ciertos

inductores como el acido salicilico y el jasmonato de metilo.

Dado que en el tejido placentario se encuentran funcionales las enzimas de
asimilacion 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 in vifro, el objetivo de este trabajo fue establecer la posible relacion entre la
capacidad de asimilacion de amonio y la capacidad de sintesis de capsaicinoides en
placentas de chile habanero cultivadas in vitro (Capsicum chinense Jacq.). Para esto, se
cuantificé la actividad de las enzimas de asimilacibn de amonio bajo diferentes
condiciones que promueven la acumulaciéon de los capsaicinoides como la adicion de
inductores de la sintesis de los capsaicinoides o con diferentes contenidos de N en el

medio de culitivo.

Los resultados mostraron que aun cuando se provocé un aumento en la
produccién de los capsaicinoides mediante la adicién del acido salicilico y el jasmonato de
metilo, no hubieron variaciones notables en las actividades de las enzimas de asimilacién
de amonio. Incluso este tejido fue capaz de mantener la sintesis de los capsaicinoides sin
modificar la poza de aminoacidos o amonio. Mas aun, al someter las placentas a una
concentracién limitada de N total, se aprecidé un aumento en la sintesis de capsaicinoides,
pero una disminucion en las actividades de las enzimas de asimilacion de amonio. Estos
resultados sugieren que no existe una relacién directa entre el proceso de asimilacién de

amonio y la sintesis 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. It 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 this isolated tissue is able to maintain the
synthesis of capsaicinoids when cultivated in vifro, the objective of this study was to
establish the possible relationship between the ability to assimilate ammonia and the
synthesis of capsaicinoids in in vitro cultures of placental tissue from habanero peppers
(Capsicum chinense Jacq.). To this end, the activity of ammonia assimilation enzymes
under different 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 modifying the ammonia or total amino acid
pools. Moreover, when the placental tissue was cultured in 2 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 results suggest
that there is no direct relation between the activities of ammonia assimilation enzymes and

the synthesis of capsaicinoids in placentas from C. chinense Jacq.




Introduccion

INTRODUCCION

Sin duda alguna, tas plantas son los mas eficientes laboratorios de sintesis
guimica conocidos hasta ahora por el hombre. Se obtienen de ellas una gran parte de los
productos que se utifizan en la vida cotidiana, como alimentos, medicinas, fibras para

ropas, colorantes, etc. (Bourgaud ef al., 2001; Sato ef 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 metabolitos secundarios (Ganget y Memelink, 2002). Estos metabolitos
llegan a alcanzar un alto valor en el mercado, por lo que existe un gran interés en
aumentar su rendimiento a partir de las fuentes naturales (Effendi ef a/., 2009; Paek et al.,
2005). En este escenario, no es de sorprender que, en las Gltimas décadas, gran parte del
quehacer cientifico tenga como objetivo el comprender a fondo las vias metabdlicas que

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

El cultivo de tejidos vegetales ha demostrado tener un gran potencial en este
sentido (Arias Zabala ef al., 2009). Desafortunadamente, la sintesis de estos compuestos
se lleva a un nivel muy bajo en fos cultivos in vitro, o no son producidos (Facchini y St-
Pierre, 2005). Un factor determinante es la diferenciacién de los tejidos, misma que en los
sistemas de cultivo no siempre es lograda o mantenida, y que es determinante en los

mecanismos de regulacién de su produccién (Samanani et al., 2005; Bird ef al., 2003).

Se han utilizado diferentes estrategias para manipular el metabolismo secundario
en cuitivos in vitro, como la inmovilizacién, la elicitacién y la ingenieria metabdlica, entre

las mas importantes (Arias Zabala ef al., 2009).

Las plantas del género Capsicum producen un tipo de metabolitos secundarios
llamados capsaicinoides, mismos que le dan su caracter picante caracteristico (Cazares
et al., 2005). Si bien no todas las plantas de este género los producen, existen otras,
como Capsicum chinense Jacq., que se caracterizan por su alto contenido (Stewart Jr. ef
al., 2007).

Actualmente, el metabolismo de los capsaicinoides esta bajo un fuerte escrutinio
(Mazourek et al., 2009; Vazquez-Flota et al., 2007, Dfaz ef al., 2004), pues a pesar de los
avances que se han logrado en la determinacién de la via de sintesis y su regulacién, aun

no se sabe de qué manera influye el metabolismo primario, o la manera en qué ambos se
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coordinan (Miranda-Ham et al., 2007). Es por esto, que el tejido placentario de los chiles
habaneros provee de un excelente modelo para abordar el estudio de la sintesis de los
capsaicinoides desde un enfoque diferente del que hasta ahora se ha tenido. En la
literatura, hoy dfa, hay pocos trabajos que intentan relacionar el metabolismo primario con
el secundario (Tzin et al., 2009; Fritz et al., 2006).

El metabolismo del nitrégeno es fundamental para la sintesis de los capsaicinoides
(Monforte-Gonzaélez ef al., 2010; Johnson y Decoteau, 19986), y las placentas son capaces
de sintetizarlos al disponer de fuentes inorganicas cuando son mantenidas in vifro
(Johnson et al., 1990). Recientemente se demostr6 la funcionalidad de las enzimas de
asimilacién de amonio en placentas de chile habanero (Ancona-Escalante, 2009). Por
esta razéon, en este trabajo se planteé determinar las actividades de las enzimas de
asimilacion de NH," (GS/GOGAT y GDH), asi como el contenido de capsaicinoides en
placentas inmovilizadas en un cultivo in vitro bajo condiciones de inducciéon que
promueven la acumulacién de capsaicinoides tales como la adicion de acido salicilico y
jasmonato de metilo, y diferentes contenidos de nitrégeno, con el fin de entender como
este tejido coordina los eventos de sintesis de precursores y, finalmente, la sintesis de los

capsaicinoides.
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Capitulo 1

ANTECEDENTES

El suelo suministra soporte fisico y anclaje para las plantas, asf como nutrimentos
de diversas clases. Sin embargo, es mucho mas que un soporte pasivo 0 un simple
reservorio 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 dinamico, es decir, se movilizan de manera continua
mediante diversas vias, por lo que la fertilidad del suelo depende, entre otras cosas, de

las tasas relativas de adicion y remocion de los nutrimentos.

Figura 1.1. E/suelo y las plantas.

Las plantas necesitan carbono, nitrégeno y oxigeno, que en la mayorfa de los
casos estan presentes en los ambientes donde éstas se desarrollan, salvo algunas
excepciones. Ciertos elementos, como el nitrégeno, el calcio, el magnesio, el potasio, el
fosforo y el azufre, se requieren en grandes cantidades, por |0 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
micronutrimentos (Bidwell, 1983).

De estos nutrimentos, algunos se consideran esenciales, como en el caso del
nitrégeno, que es un factor limitante e importante durante el crecimiento de las plantas.
Este elemento tiene un lugar especial en la nutricién, no soélo debido a su elevado

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

11



Capitulo 1

se forman los suelos. Su metabolismo es un proceso esencial para la vida, necesario para
la biosintesis de moléculas como los aminoacidos, las proteinas, los acidos nucleicos, las
clorofilas y algunos metabolitos secundarios, como, por ejemplo, los capsaicinoides en las

plantas del género Capsicum (Rulz-Oronoz y Nieto-Roaro, 1985; Bidwell, 1983).

1.1 METABOLISMO NITROGENADO

La forma de nitrogeno suministrado a la planta es importante, pues influye sobre
su crecimiento y morfologia de distintas maneras (Tabatabaei et al, 2008). Por esta
razén, se ha llevado a cabo una exhaustiva investigacién sobre el metabolismo
nitrogenado, principalmente en plantas de interés comercial (Hongmei et al., 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 et al.,
2006).

Los principales 6rganos de asimilacion de nitrégeno son las hojas y la rafz, por lo
que la mayoria de los trabajos realizados hasta ahora se han centrado en estos 6érganos.
E! nitrégeno es tomado en forma de NOs y NH,"; sin embargo, el amonio, en altas
concentraciones, puede ser toxico para las plantas. Las causas de esta toxicidad no estan
claras, pero se le ha relacionado con una deficiencia en la nutricién mineral, provocada
por el desajuste en la toma de cationes, la acidificacion de la rizésfera, las alteraciones en

el balance osmético y las modificaciones del metabolismo hormonal (Cruz et al., 2006).

En cuanto al NOj, las plantas lo absorben por medio de las células de la epidermis
y la corteza de la raiz. Una vez en el citoplasma, éste se almacena para su uso posterior.
El NO;y puede seguir una de dos vias: la primera, es reducirlo a nitrito (NO,) para su uso
inmediato, o la segunda, donde éste es devuelto a la rizésfera (Zabalza et al., 2006).

Después de haberse reducido el NO; a NOy, via la nitrato reductasa (NR; EC
1.6.6.1), el NO; se reduce a amonio (NH,") por medio de la nitrito reductasa (NiR; EC
1.7.7.1). EI NH," es entonces incorporado a ciertos aminoécidos que constituyen la poza
de nitrégeno.
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1.1.1 ENZIMAS DE ASIMILACION DE AMONIO

El amonio producido por la accién concertada de la NR y Ila NiR, el tomado del
medio exterior y el de la reasimilacion proveniente de la fotorespiracion, fluye a través del
ciclo glutamino sintetasa/glutamato sintasa (ciclo GS/GOGAT;, Figura 1.2), gque junto con
la glutamato deshidrogenasa (GDH, EC 1.4.1.2), convierten este nitrégeno reducido a su
forma organica. Este ciclo provee de glutamina (GIn) y glutamato (Glu), que son
trasportados via vascular, desde la fuente hacia la poza, manteniendo asi el estatus de N
necesario para el crecimiento y el desarrollo de la planta (Feraud ef al., 2005). La primera
enzima, que es la glutamino sintetasa (GS; EC 6.3.1.2), cataliza la formacién de GIn a
partir de NH," y Glu, dependiente de ATP. La Gin sirve como uno de los donadores de
grupos amino para la biosintesis de compuestos nitrogenados, como aminoacidos,
nucledtidos y clorofilas. Por otro lado, la glutamino 2-oxoglutarato aminotransferasa
(GOGAT; EC 1.4.1.14) cataliza la transferencia del N de la amida GIn, 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 NH,* al 2-OG para
producir Glu (Masclaux-Dausbresse et al., 2006).

Fotorespiracion

Asimilacién primaria del N Asimilacion tari l
NOy NH,

AN

NRO,~

Acidos nucléicos
NI \ Urdidos
! — NH,
Toma G}ummlw
Glutamato Glutaming —————+ Asparagina
Prolina Glutamato sintasa
Arginina Glutamato 2-Oxoglutarats
Ormiti
1 Amino transferasa
Lisi
Poliaminas Ozxaloacetato Aspartato ~————» T . —.
Piruvato Alanina Metionina
Isolencina

Figura 1.2. Ciclo GS/GOGAT. El amonio incorporado es tomado por la glutamino sintetasa para la
formacién de glutamina, que posteriormente recibe Ja glutamato sintasa formando dos moléculas
de glutamato.
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El papel de cada una de estas enzimas en la asimilacion del NH;" ha sido
elucidado con base en el conocimiento previo de su distribuciéon en los 6rganos a lo largo
de varios estados de desarrollo de la planta, asi como de la comprensién de sus
propiedades, la regulacién de su sintesis y las actividades de cada una de ellas (Lan ef
al., 2006).

1.1.1.1 GLUTAMINO SINTETASA (GS; EC 6.3.1.2)

Se ha propuesto a la GS como un punto limitante en el ciclo GS-GOGAT, por lo
que representa una enzima clave que controla la asimilacién y la reasimilacién del N
(Kichey et al., 2005). Una caracteristica importante de la GS es su alta afinidad por el
NH.*, y ademds, su capacidad para incorporarlo eficientemente a compuestos organicos
(Cruz et al., 2006).

Las GS, que poseen una estructura decamérica, se clasifican en dos grupos
dependiendo de su localizacion dentro de la célula: la GS; se encuentra en el citosol y la
GS; en los cloroplastos (plastidos). Se ha reportado [a existencia de una GS;, y de hasta 5
GS, en plantas (Occhipinti et al., 2010). La GS; y la GS, tienen distintas funciones en las
plantas: la GS; participa en la asimilacion primaria de NH," en raices, y genera glutamina
para ser transportada, via floema, a través del tallo, mientras que la GS; se desempefia
principalmente en la reasimilacion det NH,* formado durante la fotorespiracién (Hongmei
et al., 2009; Masclaux-Dausbresse et al., 2006).

En la mayoria de las plantas superiores existe un unico gen nuclear para la GS;
(cloroplastica); sin embargo, se han encontrado excepciones en Glycine max y Medicago
sativa. En contraste, para la GS; (citosdlica), se han descrito mdltiples genes; por ejemplo,
en Oryza sativa, se encontraron tres: OsGS1:1, OsGS1:2, OsGS1:3. La primera se
expreso en todos los drganos, pero la expresion mas alta fue en hojas durante el estado
vegetativo. Los transcritos de la segunda, de igual manera, se encontraron en todos los
6rganos, aungue la expresidn mas alta se hallé en las raices de plantulas, mientras que la
ultima se expresé especificamente en la espiguilla del arroz (Hongmei ef al., 2009). Esto
demuestra que cada una de las iscenzimas posee un papel diferente dentro del

metabolismo nitrogenado.
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1.1.1.2 GLUTAMATO 2-OXOGLUTARATO AMINOTRANFERASA O
GLUTAMATO SINTASA (GOGAT-NADH; EC 1.4.1.14)

Existen dos formas de GOGAT, una dependiente del poder reductor proporcionado
por la ferredoxina (Fd-GOGAT, EC 1.4.7.1), y otra, del NADH (NADH-GOGAT, EC
1.4.1.14) Ambas enzimas se localizan en los cloroplastos o plastidos. La Fd-GOGAT se
encuentra predominantemente en las hojas, por lo que su desempeno es fundamental en
la reasimilacion del NH," durante la fotorespiracién, mientras que la GOGAT dependiente
de NADH, se encuentra en las semillas en germinacidn, las raices y los brotes etiolados
(Feraud ef al., 2005; Keiki et al., 2003).

La Fd-GOGAT puede llegar a representar hasta el 1% de las protefnas de las
hojas. La purificacién de esta enzima en arroz revelé una estructura compuesta de dos
subunidades de 115 KDa cada una (Hayakawa ef al, 1993). No obstante, en otras
plantas, sélo 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 ef
al., 1986). Esta enzima posee un grupo de flavin mononucleétido (FMN) y un centro
sirohemo [3Fe-4S] por molécula. La actividad catalitica, por holoenzima, esta dividida en
cuatro dominios distintos: dos dominios amidotransferasa (GAT), que llevan a cabo la

hidrélisis de la glutamina, y dos dominios sintasa (Lea y Miflin, 2003).

El dominio GAT lleva a cabo la hidrélisis de la glutamina, liberandose asi la
primera molécula de glutamato. Posteriormente, el NH;" generado es conducido a través
de un canal situado dentro de la molécula hacia el dominio sintasa. En este dominio
reacciona el 2-OG con el NH," para formar el 2-iminoglutarato (2-1G), que finalmente es
convertido en la segunda molécula de Glu por la accién reductiva del FMN presente en

este mismo dominio (Lea y Miflin, 2003).

Por su parte, la NADH-GOGAT es un monémero de 196-200 KDa (Esposito ef al.,
2005). También se han detectado formas de esta enzima dependientes de NADPH.
Sorprendentemente, esta enzima es similar a la encontrada en bacterias. En Azospiriflum
brasilense, la estructura y la funcién de la NADH-GOGAT se ha estudiado a detalle,
encontrandose que esta proteina estd compuesta por dos subunidades, ay B, de 142y
52.3 KDa, respectivamente. Se ha propuesto que la subunidad a funciona de manera
semejante a la FA-GOGAT, salvo que los electrones necesarios para la reduccién son

proporcionados por la subunidad 3. Esta Gltima subunidad funciona como una flavin
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adenindinucieétido (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 estdn combinadas en un solo polipéptido, por una regién
conectora de 60 aminoacidos (Lea y Miflin, 2003).

1.1.1.3 GLUTAMATO DESHIDROGENASA (GDH-NADH; EC 1.4.1.2)

Una ruta aiternativa para la asimilacién de NH,” es la aminacién reductiva def 2-
oxoglutarato, catalizada por la enzima glutamato deshidrogenasa (GDH). Esta enzima
lleva a cabo una reaccion reversible, que consiste en la desaminacién oxidativa del Glu
con la participacién del NAD(P)H. La GDH esta presente en todos [0os organismos vivos
(Aubert et al., 2001). En las plantas, a nivel subcelular, la GDH se encuentra en las
mitocondrias, asociada con las membranas, pero ademas, también se ha reportado la
existencia de una NADPH-GDH en los cloroplastos, fuertemente unida a las membranas

de los tilacoides (Kwinta y Bielawski, 1998).

La GDH es una enzima que consta de 4-8 subunidades con una masa molecular
de entre 208 y 310 KDa, y sus isoformas estan determinadas por el nimero y tipo de
estas subunidades. Las funciones fisiolégicas de cada una de estas GDH se relacionan
estrechamente con la existencia de una isoforma en un tejido en particular. En avena, se
han reportado 1 é 2 isoformas (Barash et al, 1975), siete en Arabidopsis thaliana
(Cammaerts y Jacobs, 1983) y uvas (Loulakakis y Roubelakis-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 maduracién de la planta, asi como durante
el estrés causado por deficiencia de luz y la nutricién con varias formas de N (Dubois ef
al., 2003).

La GDH cataliza una reaccién reversible y el sentido en el que actia esta enzima
estd dado por la proporcion relativa de las diferentes subunidades presentes. Mientras
gque las subunidades a le dan a la enzima un caracter anabdlico, las [ le otorgan uno
catabdlico. Por tanto, la prevalencia de las subunidades a confiere a la GDH un sentido

hacia la formacién de glutamato a partir de 2-OG (Kwinta y Bielawski, 1998).
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1.1.2 REGULACION DE LAS ENZIMAS DE ASIMILACION DE AMONIO

En plantas, la actividad de la GS se regula a nivel de la transcripcién 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 (Gémez-Maldonado et al., 2004). La GS, esta codificada por
una familia de genes que dan lugar a varas isoenzimas, por lo que su funcionamiento y
regulacién son mas complejos que para la GS,. Las isoenzimas estan reguladas
diferencialmente por el estadio de desarrollo y las condiciones ambientales (El Omari et
al., 2010). Por ejemplo, en pino se han encontrado dos GS;, denominadas GS1a y GS1b,
que se expresan diferencialmente durante la germinacién y el desarrollo temprano de la
plantula (Rana et al., 2008). Por otro lado, también en pino, la GS citosélica esta bajo la
regulacion del acido giberélico, y el promotor del gen correspondiente interactia con un
factor de transcripcion tipo MYB (G6mez-Maldonado ef al, 2004). Sin embargo, los
niveles de expresién de la GS citosolica de Camellia sinensis no se modificaron por
accion del acido giberélico (GA3), empero, el acido abscisico (ABA), el acido salicilico (AS)
y el peréxido de hidrégeno (H,0O,) si estimularon la expresiéon de este gen (Rana ef al.,
2008). Sobre este mismo tema, el jasmonato de metilo (Meda), otro fitorregulador, influye
en la asimilacién de NH," en hojas de arroz, aunque de un modo diferente. La disminucién
de la actividad de la GS correspondié con el aumento de la actividad de las proteasas, por
lo cual le fue adjudicada a estas dltimas la disminucién de esta actividad (Hung 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 podria esperar que la regulacién fuera también
diferencial. En este sentido, mientras que la luz y la sacarosa regulan positivamente la
expresion del gen Glu1, que codifica para la Fd-GOGAT en Nicotiana tabacum (Feraud ef
al., 2005), el NH," induce la acumulacién de los transcritos, asi como de la proteina, 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 proteina
se localizé principalmente en las células de |a epidermis y la exodermis. De este modo, es
probable que la traduccién de los mMRNA de la NADH-GOGAT se lleve a cabo en las
células del esclerénquima, y posteriormente, esta protelna sea transportada a las células
de la epidermis y la exodermis de la raiz (Keiki et al., 2003).
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Por su parte, la actividad de la GDH se modifica en respuesta a diferentes tipos de
estrés abidtico. Por ejemplo, la oscuridad, el exceso de NH," o la deficiencia de sacarosa.
La actividad de la GDH se incrementa cuando hay un exceso de amonio, asi como una
deficiencia en la sintesis de carbohidratos. Durante el almacenamiento de carbono, la
actividad de la GDH se incrementa para que la desaminacion del glutamato provea de 2-
oxogiutarato al ciclo de Krebs (Stitt ef a/., 2002). Muy a pesar del avance que se ha tenido
en la comprensién de la GDH, aun existen discrepancias entre la actividad de la enzima

medida in vitro, y su posible papel in vivo (Watanabe et al., 2007; Dubois ef al., 2003).

La actividad de la GDH también se regula por acciéon de Meda, el AS y el etileno.
La transcripcién de la subunidad a de la GDH se incrementé cuando hojas de Brassica
napus fueron sometidas a estrés por dafio mecanico, y este aumento pudo ocurrir de
modo dependiente o independiente de la accién de los compuestos mencionados
(Watanabe ef al., 2007).

1.2 EL CHILE

Se conocen comoe chiles a los frutos de las plantas del género Capsicum. Estos
son apreciados por su picor, su sabor y su aroma caracteristico, mismos atributos por lo
gue son muy utilizados en la gastronomia de nuestro pals. El chile es un producto que
distingue a la gastronomia mexicana de las demés, siendo una hortaliza que nos confiere
identidad cultural. El chile tiene su origen en las regiones tropicales y subtropicales de
América. México es uno de los principales centros de origen y domesticacion del género
Capsicum, en particular de la especie C. annuum, como lo indican vestigios arqueoldgicos
de semillas encontradas en el valle de Tehuacan, Puebla, con una antiguedad de 8,500
afios. Actualmente, se reconocen cinco especies domesticadas del género Capsicum: C.
annuum, C. chinense, C. frutescens, C. baccatum y C. pubescens, y mas de veinte

silvestres (Céazares et al., 2005).

En el pals, existen variantes poco conocidas, pero de gran importancia regional:
los tipos habanero (C. chinense Jacq.), Ya'x ik (chile verde), Xcat ik, Dulce, Chowak,
Picopaloma, Sukurre (C. annuum L), que se cullivan en las milpas y huertos familiares de

traspatio en Yucatan, asi como el tipo Ma'x ik (C. annuum var. aviculare), que se

18



Capitulo 1

encuentra como planta protegida en los solares en forma semi-silvestre (Cazares ef al.,
2005).

1.2.1 CHILE HABANERO (Capsicum chinense Jacq.)

El cultivo del chile habanero (Capsicum chinense Jacg.) es muy importante
econdmica y culturalmente en el estado de Yucatan (Figura 1.3). Tan sélo de 2000 a
2009, el volumen de produccidon de chile habanero se incrementé de 94 a 2,904
toneladas, sumando los cultivos de riego y temporal (SAGARPA, 2010). Este aumento en
la produccién radica en la demanda que tiene principalmente por su picor, producto de los

capsaicinoides.

Figura 1.3. Importancia econémica del cultivo de chile habanero en Yucatan.

1.2.1.1 DESCRIPCION MORFOLOGICA

El chile habanero posee una raiz principal de tipo pivotante, la cual profundiza de
0.40 a 1.20 m, con raices secundarias extendidas en el suelo. Su tallo es erecto, de color
verde, con o sin coloraciéon 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. chinense crecen de 0.3 a 1.2 m, dependiendo de la variedad
(Figura 1.4). La planta tiene de dos a cinco flores por nédulo, con pedicelos generalmente
declinantes, pero los hay erectos también. El cdliz carece de dientes, es liso pero

presenta una indentacion marcada entre la base y el pedinculo. El color mas comun de la
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corola es amarillo verdoso o blanco verdoso, y las anteras son azules (Alpizar et al.,
2003). E! fruto puede ser de forma esférica o alargada, con pericarpio liso o arrugado.
Ciertos cultivares tienen forma de trompo, con areas hundidas. El color del fruto puede ser
blanco, naranja, amarillo, salmén, rojo o café. En la base del fruto es caracteristico que el
caliz presente una constriccion anular. Las semillas son arrugadas, color paja,
irregularmente con bordes salientes y ondulados (Gonzalez-Salan y Orellana-Polanco,
2005).

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

1.3 METABOLITOS SECUNDARIOS

Los metabolitos secundarios pueden definirse como aquellos compuestos que no
tienen un papel vital en el proceso de desarrollo del organismo que los produce, pero que
si proporcionan una ventaja adaptativa. Su distribucién estd mas restringida que la de los
productos del metabolismo primario, puesto que soélo pueden encontrarse en unas
cuantas especies, o incluso, dentro de unas pocas variedades de una misma especie.
Con frecuencia, su produccion es baja, y esto depende principalmente de la especie que
los sintetiza, asf como del estado fisiol6gico de la planta. Estos compuestos poseen
cominmente un patrén de acumulacién tejido-especifico (Verpoorte et al., 2002).
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1.4 SINTESIS DE FENILALANINA: UNION DEL METABOLISMO PRIMARIO
CON EL SECUNDARIO EN CAPSICUM

Las placentas de los chiles son capaces de sintetizar capsaicinoides a partir de N
inorganico como unica fuente de este elemento, cuando son aisladas en un cultivo in vitro
(Johnson et al, 1990). Este hecho hace suponer que poseen todas las enzimas

necesarias para convertir NOy y NH," en fenilalanina, y posteriormente, en capsaicina.

La fenilalanina s6lo se sintetiza en plantas, hongos y microorganismos, sirve como
constituyente de proteinas y como intermediario metabdlico de un amplio rango de
compuestos aromaticos (Cho ef al., 2007; Lancien et al., 2007). En plantas vasculares,
algunos de los metabolitos secundarios fisiolégicamente importantes, derivados de este
aminoacido, incluyen pigmentos y moléculas de defensa (flavonoides, proantocianinas,
lignanos oligoméricos, cianidinas, etc.), fitoalexinas (isoflavonas), protectores de UV, asi
como ligninas estructurales y biopolimeros de suberina (Eckart, 2008). Considerando todo
lo anterior, el metabolismo de la fenilalanina in planta puede abarcar alrededor del 30 al

40% del carbono organico, dependiendo de la especie (Cho et al., 2007).

En el género Capsicum, 1a sintesis de fenilalanina es un proceso muy importante,
porque es el punto de partida de la ruta de los fenilpropanoides, del cual derivan los
capsaicinoides (Miranda-Ham et al., 2007).

1.5 CAPSAICINOIDES

Los capsaicinoides son amidas acidas formadas por la condensacién de acidos
grasos de 9 a 11 carbonos y vanillilamina; éstos también son conocidos como arilamidas
o amidas aromaticas. En este punto es importante mencionar, dado que se hard
referencia muchas veces a este concepto, que la acumulacion de estos metabolitos es un
proceso dinamico que depende de su sintesis, conjugacién y catabolismo (Dfaz et al.,
2004).

El picor es heredado como un caracter dominante, debido a la accion del alelo C.
El locus C fue recientemente localizado en el cromosoma 2 del chile (Blum ef a/,, 2002).
Aunque es esencial para la acumulacién de los capsaicinoides, el Jocus C sélo 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 et al., 2003).
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La capsaicina y la dihidrocapsaicina son los principales capsaicinoides en la
mayorfa de las variedades de chiles, pues juntos llegan a representar mas del 90% del
total de estos compuestos (Vazquez-Flota ef al, 2007). Se sintetizan en el tejido
placentario (Garcia-Galindo et af., 1995).

Las principales diferencias entre los capsaicinoides son: la longitud de la cadena
acil graso, la presencia o0 ausencia de dobles enlaces, el punto de ramificacién y su picor
relativo. La mayoria de ellos son picantes, pero también hay los que no lo son, como la w-

hidroxicapsaicina (Diaz et al., 2004).

La capsaicina (vanillilamida del acido 8-metil-trans-6-enoico), la dihidrocapsaicina
(vanillijamida del acido 8-metilnonanoico), la nordihidrocapsaicina | (vainililamida del
acido del acido 9-metildec-trans-7-enoico), la homodihidrocapsaicina | (vanilllamida del
acido 9-metildecanoico) y la homocapsaicina son los capsaicinoides mas frecuentemente
encontrados en los chiles (Cazares et al., 2005). No obstante, existen otros menos
conocidos como: la homodihidrocapsaicina il, la homocapsaicina |l, las vanilllamidas de
los Acidos octanocico, nonanocico y decanocico, la bishomocapsaicina, la trs-
homocapsaicina, la zucapsaicina (civamida), la nonivamida y la w-hidroxicapsaicina
(Figura 1.5).
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Figura 1.5. Diversidad estructural de los capsaicinoides.
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1.5.1 PROPIEDADES Y USOS DE LOS CAPSAICINOIDES

Los capsaicincides tienen ciertas propiedades que los hacen Utiles en las
industrias farmacol6gica, alimentaria y de pesticidas (Johnson Jr., 2007). Los mamiferos
pueden percibir el picor de los capsaicinoides debido a los receptores para vainilloides
(Lang et al., 2009).

Se ha identificado y clonado un receptor vainilloide subtipo 1 (VR1) que percibe a
la capsaicina. VR1 es un canal cation no-selectivo, localizado en la membrana plasmatica,
activado por calor y capsaicinoides, que incrementan su permeabilidad a sodio y calcio
(Caterina et al., 1987). La respuesta al picor en mamiferos provoca inflamacién
neurogénica, por lo que los capsaicinoides tienen efectos analgésicos y antiinflamatorios,
mismos que han sido explotados en el uso tépico de cremas y geles (Suhr, 2002). Un
aspecto controversial es la relaciéon de la capsaicina con los procesos de tumoracion,
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 estd mediada a través de
las especies reactivas de oxigeno, generadas principalmente en la cadena de transporte
electrénico de las mitocondrias (Ochi ef al., 2003). Los capsaicinoides han sido sefialados
como potentes antioxidantes, y muestran actividades antimicrobiales y antifingicas.

También se ha reportado su uso en la industria agroquimica (Diaz ef al., 2004).

1.5.2 LOCALIZACION DE LA SINTESIS DE LOS CAPSAICINOIDES

La ruta de biosintesis de los capsaicinoides fue revisada recientemente (Vazquez-
Flota et al., 2007). Se encuentra localizada en ciertas células del tejido placentario de los
chiles, relacionadas al tejido epidérmico (Suzuki e Iwai, 1984; Susuki ef al., 1980). Estos
capsaicinoides, una vez sintetizados en un proceso que involucra a la mitocondria, los
plastidos, el reticulo endoplasmico (ER) y el citosol, son excretados al espacio intercelular,
entre la cuticula y la epidermis, formando unas vesiculas que miden entre 0.15 y 0.1 gm
de diametro. Estas vesfculas migran a través del citoplasma hasta llegar a la membrana
citoplasmatica con la cual se fusionan, excretando asi a los capsaicinoides en ellas

contenidos. La presidn ejercida por los capsaicinoides depositados en este espacio, crea
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una serie de estructuras denominadas ampollas, causadas por el desajuste de la pared

celulary la cuticula (Zamsky et al., 1987; Figura 1.6).
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Figura 1.6. Visién general de la sintesis de los capsaicinoides en un contexto celular. A) Células
de la epidermis del tejido placentario productoras de capsaicinoides. B) Modelo de fa ruta
biosintética de los capsaicinoides en la célula. Produccion de fenilalanina en los plastidos (1y 2),
produccion de la cadena acilgraso en plastidos y mitocondria (5, 6 y 7), Produccién de vanillilamina
en el reticulo endoplasmico (3y 4) y condensacién de la vanillifamina y la cadena acilgraso en el
citosol (8).

El tejido placentario es el lugar de sintesis de los capsaicinoides (Lindsey y
Yeoman, 1984). Placentas aisladas, mantenidas in vitro, fueron capaces de mantener la
sintesis de capsaicina al agregéarseles fenilalanina y valina marcadas con '“C (Lindsey y
Yeoman, 1984). Por otro lado, se han identificado y aislado 13 genes involucrados en el
proceso de sintesis de capsaicina, logrando establecer que su expresién es especifica

para la placenta de las variedades picantes (Stewart ef al., 2005). Ademas, parte de las
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enzimas que llevan a cabo la sintesis de la cadena lateral acilo de la capsaicina se

encuentran en las células epidérmicas de la placenta (Figura 1.7; Suzuki et al., 1980).

Septum Pericarpio

.. Placenta
locular
Hterfoc (sin semillas)

Figura 1.7. Tejido placentario y estructuras de almacenamiento de capsaicinoides en frutos de
chile habanero (Capsicum chinense Jacq.). La imagen de la derecha es una micrografia electronica

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

1.5.3 SINTESIS DE CAPSAICINA
1.5.3.1 SINTESIS DEL GRUPO FENOLICO

El grupo fendlico de la capsaicina es Ia vainillilamina, y es sintetizado a partir de la
fenilalanina, que se convierte de manera secuencial en los acidos frans cinamico,
cumarico, caféico y ferdlico. 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-hidroxilasa (Ca3H), y acido caféico metiltransferasa (COMT, EC
2.1.1.6; Figura 1.8).
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1.5.3.2 SINTESIS DE LA CADENA LATERAL ACILO

Se propone que la cadena lateral acilo (acido 8-metil 6 nonenoico) de la capsaicina
se forma a partir de valina (Aluru et al, 2003). Este aminoacido es inicialmente
desaminado por accién de la transferasa de los aminoacidos ramificados (BCAT, EC
2.6.1.42). Esta catélisis produce el a-cetoisovalerato, que se convierte en isobutiril-CoA
por accion de la isovalerato deshidrogenasa (IVDH, EC 1.3.99.10). El isobutiril-CoA es
procesado por el complejo multienzimatico acido graso sintasa (FAS, EC 2.3.1.85), que la
convierte en 8-metil-6-nonenoil-CoA. FAS esta compuesto por tres protefnas: la a-cetoacil
sintetasa (KAS, EC 2.3.1.41), que cataliza la condensacién de grupos malonilo con la
isobutiril-CoA; una proteina acarreadora de grupos acilo (ACL, EC 2.3.1.39), que se
encarga de transportar los grupos malonilo, y una tioesterasa (FAT, EC 3.1.2.1y 3.1.2.2)
que libera al acido graso sintetizado. En este proceso, se pierde una molécula de CO; en
cada ciclo de condensacion de grupos malonilo, y el acido acil-graso es liberado después

del tercer ciclo de condensacion (Aluru et al., 2003; Figura 1.8).

Finalmente, la unidn de esta ruta convergente da lugar a la capsaicina, por accion

de una aciltransferasa llamada capsaicinoide sintasa (Figura 1.8; Stewart et al., 2007).

1.5.4 CATABOLISMO DE LOS CAPSAICINOIDES

Los capsaicinoides se consideran productos finales de una via metabdlica y se
pensé durante afios, que una vez sintetizados, se mantenfan sin recambio. No obstante,
cada vez hay mas evidencia de que los capsaicinoides puedan sufrir modificaciones, e

incluso se degradan, a lo largo del desarrollo del fruto (Diaz et al., 2004).

Se sugiere que la disminucién de los capsaicinoides, al final del desarroilo de los
frutos, se debe a su conjugacién con azdcares y otros compuestos, ya que constituye una
estrategia eficiente de almacenamiento de otros compuestos fendlicos hasta el momento
en que son requeridos. El Unico reporte publicado a este respecto es el de Calva-Calva ef
al. (1995), quienes observaron la formacién de un glucésido de capsaicina
incompletamente caracterizado y otros glucésidos putativos de capsaicina en células en

suspensién de C. chinense.

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

oxidacion dependiente de peroxidasas (Diaz et al., 2004). Se propone que la degradacion
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de la capsaicina y la dihidrocapsaicina se lleva a cabo con la participacién de peroxidasas
(EC 1.11.1.7), dado que el grupo vainillil de la capsaicina puede ser facilmente oxidado
por estas enzimas (Zapata et al., 1992). El primer reporte de oxidacién de capsaicina por
una peroxidasa fue publicado por Boersch et al. (1991), y poco tiempo después, Bernal et
al. (1993a, b) reportaron la oxidacién de capsaicina y dihidracapsaicina por una
peroxidasa de chile. No obstante, todos estos reportes se basan en datos in vifro y los
presuntos productos obtenidos de la oxidacion de fa capsaicina no se han aislado de
tejidos (Dfaz et al., 2004).

1.5.5 INFLUENCIA DEL GRADO DE DESARROLLO Y DEL AMBIENTE EN EL
CONTENIDO 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 localizacién de los frutos en la
planta (Lee et al., 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 acumulacién diferente de estos metabolitos
(Vazquez-Flota et al., 2007). Algunos de los factores ambientales a los que antes se hace
referencia son: la limitacién 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
gue muchos de los productos finales de la ruta de los fenilpropanocides, de la cual se
desprenden los intermediarios biosintéticos de los capsaicinoides, se acumulan en
respuesta a diferentes condiciones ambientales adversas (Xiao et al., 2009; Vazquez-
Flota et al., 2007).
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Figura 1.8. Esquema actual de la ruta biosintética de los capsaicinoides. Las enzimas se

encuentran adyacentes a la reaccién que catalizan. Pal, Fenilalanina amonjo liasa; Ca4H, Acido

cindmico 4-hidroxilasa; 4CL, 4-cumarato CoA ligasa; HCT, hidroxicinamoil transferasa; C3H,

cumaroil quinato 3-hidroxilasa; COMT, Acido caféico O-metiliransferasa; pAMT, aminotransferasa;

BCAT, transferasa de los aminoéacidos ramificados; Kas, 3-ceto-acil ACP sintasa; ACL, proteina

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

sintasa.
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1.6 CONDICIONES DE INDUCCION Y METABOLISMO SECUNDARIO

En la naturaleza las plantas estan expuestas a un gran numero de condiciones
adversas, como son las interacciones con insectos o patégenos (hongos, bacterias y
virus), el frio, la sequia, la contaminacién, 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 et al., 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 et al., 2009) y 2) las qufmicas que
estdn basadas en la produccién de una gran diversidad de sustancias téxicas para los
organismos patégenos, derivadas del metabolismo secundario; por ejemplo: alcaloides,
fenoles simples o polifenoles (taninos), aceites esenciales y terpenos en general (Smith et
al., 2009). Ambos tipos de herramientas proporcionan a las plantas la capacidad de
detener la entrada de la gran mayoria de los patégenos a los que se ven expuestas. Sin

embargo, en algunas ocasiones se ven superadas.

Las plantas pueden activar sus mecanismos de defensa una vez que el patégeno
ha sido reconocido. Uno de los primeros eventos que ocurren, a los pocos minutos, es la
produccién de especies reactivas de oxigeno en la pared celular, lo que se ha
denominado como explosién oxidativa. Ei H;O, y otras especies oxidantes se difunden al
interior de la céluia y activan una via de transducciéon de sefiales que se propaga hasta el

nucleo, en donde se induce la expresion de genes de defensa (Zhao et al., 2005).

También se acumulan el etileno, los jasmonatos y el éxido nitrico. Estas
moléculas, en conjunto con las especies reactivas de oxigeno, activan otras vias de
transduccion de sefiales que llevan a la expresion de genes involucrados en la sintesis de
compuestos fendlicos (precursores de lignina y acido salicilico) y de fitoalexinas. El acido
salicilico (AS) actua, por una parte potenciando la expresién de genes que protegen del
dano oxidativo, y por otra, activando vias de transduccion que llevan a la expresion de
genes que codifican para enzimas que degradan la pared celular de bacterias y hongos

(a-1,3-glucanasas y quitinasas) (Zhao ef al., 2005).

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

proteger a las plantas del ataque de miltiples agresores, algunas de las estrategias
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biotecnolégicas para aumentar la produccion de éstos se basan precisamente en este
principio: en la adicién de inductores, o compuestos sefiales 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 in vifro es raramente competitiva como para aplicarla a una escala
comercial, para los fines de la investigacion basica es una herramienta muy importante
(Zhao et al., 2005).

En general, se considera como un inductor a una especie quimica o un biofactor,
proveniente de diversas fuentes, que es capaz de iniciar una respuesta fisiol6gica,
morfolégica y la acumulacion de fitoalexinas en un organismo vivo dado (Arias-Zabala et
al., 2009).

Los mecanismos activos de inducciébn se consideran como especificos y
complejos. El efecto de los inductores depende de muchos factores, como su
concentracién, la edad del explante y el tiempo de induccion. Los inductores se clasifican
en dos grupos, desde el punto de vista de su origen: endégenos, los cuales provienen de
compuestos estructurales de la planta, como son los acidos oligourénicos, los acidos
oligogalacturénicos y los compuestos unidos a lignina; y los exdégenos, derivados de
microorganismos, como el quitosano y sus oligémeros (componente de la pared celular

del micelio), los B-glucanos y las glucoproteinas (Zhao et al., 2005).

Algunos de los metabolitos secundarios de importancia comercial son: la
capsaicina, la dihidrocapsaicina, la atropina, la hiosciamina, la escopolamina, la
vinblastina, ia vincristina, la nicotina, la codeina, la morfina, la quinina, la quinidina, y el
acido rosmarinico, entre otros (Xiao ef al., 2009; Raskin ef al., 2002; Garcia-Galindo ef al.,
1985). Por lo tanto, dada la importancia econémica de la capsaicina, en Capsicum se han
descrito ensayos exitosos al utilizar homogeneizados fungicos (Gliocladium deliquescens,
Aspergillus niger y Rhizophus oligosporus) en células inmovilizadas y tejidos de C.
frutescens (Sudha y Ravishankar, 2003; Holden y Yeoman, 1994; Johnson ef al., 18991).

1.6.1 SALICILATOS Y JASMONATOS

Algunas moléculas quimicas que son Utiles para el crecimiento y el desarrollo de la
planta tienen un papel importante en la integracién de varias sefales de estrés. Como se

30



Capitulo 1

mencioné anteriormente, pueden controlar la respuesta de defensa bajo una condici6n
adversa, modulando la maquinaria de expresion génica. Estos mediadores incluyen al
calcio (Ca®), los nucledtidos ciclicos, los polifosfoinositidos, el éxido nitrico (NO), los
azlcares, el &cido abscisico (ABA), las poliaminas, el dcido salicilico (AS) y los
Jjasmonatos (JA). Moléculas, como AS y JA, son piezas claves durante la induccién del
metabolismo secundario, por lo que se ha reportado que la adicién de estos compuestos,
in vivo o in vitro, mejoran los rendimientos de los metabolitos secundarios obtenidos en
las plantas (Zhao et al., 2005).

El término salicilato se ha utilizado para la descripcién de un grupo de compuestos
qguimicos que presentan el radical 2-hidroxibenzoico. Dentro de éstos, se encuentran el
salicilato de sodio, el éster metilo del acido salicilico, asf como el acido acetilsalicilico.
Mientras que los jasmonatos (el acido jasménico y su derivado volatil, el jasmonato de
metilo) son moléculas provenientes de intermediarios de 12 carbonos de la ruta del acido

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

1.6.2 TRANSDUCCION DE SENALES DURANTE LA PRODUCCION DE
METABOLITOS SECUNDARIOS

Uno de los primeros eventos bioguimicos durante la internalizacién de la senal que
estimula la sintesis de los metabolitos secundarios es la percepcion del inductor. Esta
percepcién se debe a una interaccion receptor-ligando entre la célula y el microorganismo,
lo que indica un reconocimiento especifico entre el inductor y el receptor. Ademas,
algunos componentes, como el quitosano, los B-glucanos y los oligogalacturénidos,
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 idnicos, proteinas G y protefn cinasas. Estos efectores activos
transfieren las sefales del inductor a los segundos mensajeros, los cuales amplifican esta
senal (Zhao et al., 2005).

Se ha sugerido que la respuesta ante un inductor comprende una serie de eventos
bioquimicos, los cuales inician con la percepciéon del inductor por el receptor, la
fosforilacién y desfosforilacion reversible de proteinas en la membrana plasmatica y el

citosol, el aumento de [Ca®*].., la despolarizacién de la membrana plasmatica, el
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intercambio de iones ClI" y K* por H’, la alcalinizacién extracelular y la acidificacion del
citoplasma, asf como la activacién de las proteinas cinasas activadas por mitégenos
(MAPKSs), la activacion de la NADPH oxidasa y la produccién de especies reactivas de
oxigeno, la expresion de genes de defensa temprana, la produccién de etileno y
jasmonato, la expresién de genes de defensa tardios y la acumulacién de metabolitos
secundarios (Zhao et al., 2005).

La produccién de jasmonatos puede desencadenar la sintesis de metabolitos
secundarios al promover la degradacién de las protelnas JAZ (Jasmonate zim-domain
proteins) que actian como reguladores negativos del factor transcripcional JIN1/MYC2 en
combinacién con SCF''Ubiquitin ligasa. JIN1/MYC2 posiblemente se une a elementos
conservados en las cajas G de ciertos promotores, coordinando una cascada de sefales,
que involucra a otros activadores y represores transcripcionales con dominios AP2/ERF,
WRKY y MYBS, que modulan distintas funciones dependientes del acido jasmodnico
(Figura 1.9; Kazan y Manners, 2008). Por ejemplo, en Catharanthus roseus, el factor
transcripcional ORCA 3, con un dominio AP2/ERF, se une a una region del promotor del
gen de la estrictosidina sintasa, denominada como JERE (Jasmonate and Elicitor
Responsive Element), accién que provoca la induccién de la sintesis de alcaloides

indolterpénicos (Van der Fits y Memelink, 2001).

El acido salicilico, por otro lado, esta involucrado en un proceso que desencadena
la resistencia sistémica adquirida (SAR) en la planta, que la protege de posteriores
infecciones por patégenos. La proteina reguladora NRP1 es un regulador positivo central
de SAR (Figura 1.10). NPR1, activada por AS, se localiza en el nicleo, donde interactia
con el factor de transcripcion TGA que induce la expresion de un gran nimero de genes
que dan Jugar a protefnas relacionadas con la patogénesis, contribuyendo en el aumento

de la resistencia (Beckers y Spoel, 2006).
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durante /a induccién de la sintesis de alcaloides indol terpénicos en Catharanthus roseus.
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genes que responden af acido salicilico.
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Se sabe que JA tiene un efecto antagonista sobre AS, y viceversa (Beckers y
Spoel, 20086; Figura 1.11). Una mutacién que interrumpe la sefializacion del JA (i.e. coif)
conduce a un aumento en la expresién basal e inducible del gen marcador NPR7, y una
mutacién que interrumpa la sefalizacion del AS (i.e. npr?), lleva a un aumento en algunos
genes importantes en la sefializacion del JA. No obstante, la aplicacion exdgena de bajas
concentraciones de AS promueve la induccion de genes de defensa dependientes de JA,
lo cual llevé a proponer que esta interaccion puede ser dosis dependiente (Kazan y
Manners, 2008; Beckers y Spoel, 2006).
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Figura 1.11. Visién general de la biosintesis del &cido jasménico y su sefializacién, durante
un estrés bibtico o abibtico, incluyendo sus interacciones con el acido salicllico y auxinas en
Arabidopsis (Kazan y Manners, 2008).
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Los metabolitos secundarios pueden alcanzar un alto 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 vias metabdlicas involucradas. El
cultivo de tejidos vegetales ha demostrado tener un gran potencial en este sentido;
desafortunadamente, la sintesis de estos compuestos se lleva a cabo a un nivel muy bajo

en estos sistemas, 0 no son producidos (Arias Zabala ef a/., 2009).

Actualmente, el metabolismo de los capsaicinoides esta bajo un fuerte escrutinio,
pues a pesar de los avances que se han logrado en el estudio de la via de sintesis y su
regulacion, aldn no se sabe de qué manera influye el metabolismo primario, o la manera
en qué ambos se coordinan. Es por esto que el tejido placentario de los chiles habaneros,
que es un tejido diferenciado, y que ademés es capaz de permanecer metabdlicamente
activo cuando es aislado en un cultivo in vitro, provee de un excelente modelo para
abordar la sintesis 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 contribucién del
nitrato, y el metabolismo del N en la regulacién de la ruta de los fenilpropanoides y la
sintesis de nicotina en Nicofiana tabacum (Fritz et al., 2006), o la expresién de una
enzima bifuncional (corismato mutasa/prefenato deshidratasa) para estudiar la interfase
entre |a sintesis de aminoacidos aromaticos y la sintesis de antocianinas en Arabidopsis
thaliana (Tzin ef al., 2009).

Ademés, no existen reportes sobre los precursores metabdlicos para la sintesis de

los capsaicinoides.

Dado que los capsaicinoides se sintetizan a partir de dos aminoacidos (fenifalanina
y valina o leucina, segun sea el caso), las enzimas de asimilacién de amonio podrian ser
muy importantes en el proceso. Por esta razén, en este trabajo se plante6 analizar si la
acumulacién de capsaicinoides requiere la asimilacién primaria de nitrégeno. Para ello, se
determinaron la actividad de las enzimas de asimilacion de NH,;* (GS/GOGAT y GDH), asi
como el contenido de capsaicinoides en placentas inmovilizadas en un cultivo in vitro
expuesto a condiciones que promueven la acumulacion de capsaicinoides como son la

inducci6n y la exposicién a diferentes contenidos de nitrégeno.
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1.7 HIPOTESIS

Si las placentas de chile habanero son capaces de sintetizar capsaicinoides
cuando son aisladas en un cultivo in vitro con N inorganico como Unica fuente de este
elemento y ademas este tejido posee las enzimas necesarias para la asimilaciéon de NH,";
entonces, es posible que al aumentar la sintesis de los capsaicinoides se requiera una

mayor asimilacién de amonio.

1.8 OBJETIVO

Establecer la posible relacién entre la capacidad de asimilacién de amonio y la
capacidad de sintesis de capsaicinoides en placentas de chile habanero (Capsicum
chinense Jacq.).

1.9 OBJETIVOS ESPECIFICOS

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

las actividades de las enzimas de asimilacion de amonio.

2. Determinar el efecto del cambio en el contenido de nitrégeno sobre la produccién

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

1.10. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Para evaluar la posible relacién entre la capacidad de asimilacion de amonio y la
capacidad de sintesis de capsaicinoides en placentas de chile habanero (Capsicum
chinense Jacq.) se disefid una estrategia experimental (Figura 1.8), que involucrd el
aislamiento del tejido placentario de chiles de 20-25 dfas posteriores a la antesis. Estas
placentas fueron inmovilizadas, y posteriormente, se establecio un sistema de cultivo in
vitro en medio MS. E! sistema de placentas inmovilizadas fue sometido a diferentes
tratamientos con AS, MedJa y diferentes concentraciones de N total con el fin de promover
la acumulacién de capsaicinoides. Se cuantificé el contenido de capsaicinoides, asf como

las actividades de las enzimas de asimilacion de amonio en las placentas. También se
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cuantificaron los capsaicinoides y las actividades de estas enzimas en placentas sin

ningln tratamiento que se utilizaron como testigo.

Chiles frescos
20-25 DPA

L Aislamiento del tejido placentario ‘
‘ Inmovilizacién en alginato 7
E Cultivo de placentas en medio MS
v 4
Cultivo de placentas bajo Cultivo de placentas con Testigo T
condiciones de induccién diferentes contenidos de
{Meda 0 AS: 5, 50y 500 N (10, 30 y 60 mM)
uM)
l v )
Muestreo de placentas y medio residual
Horas: 0, 12,24y 36 6 Dias: 0, 1,3y 5

Cuantificacion de capsaicinoides

Cuantificar las actividades enzimaticas
(GS, GOGAT Y GDH) en el tejido

aminoacidos, asi como de proteinas

Cuantificacion de pozas de amonio y _]

Figura 1.12. Diagrama de la estrategia experimental. DPA, djas posteriores a la antesis;
MS, medio Murashige y Skoog, AS, &cido salicilico; MeJa, jasmonato de metilo.
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MATERIALES Y METODOS

2.1 MATERIAL BIOLOGICO Y ESTABLECIMIENTO DEL CULTIVO PRIMARIO
DE PLACENTAS

Se utilizaron plantas de chile de variedad de frutos naranja. Las actividades
enzimaticas de la GS, la GOGAT y la GDH, asi como los contenidos de amonio,
aminoé&cidos, capsaicinoides y proteinas, fueron determinadas en extractos de tejido
placentario fresco de 20 a 25 dias después de la antesis.

2.1.1 DESINFESTACION DEL CHILE HABANERO

Los chiles se tavaron individuaimente con una esponja y detergente liquido para
trastes (marca comercial), con el suficiente cuidado para evitar dafiarlos. Se enjuagaron
con agua de la llave y posteriormente, se lavaron con Extran al 5% durante 10 min,
enjuagando de nuevo con agua de la llave.

Una vez lavados, 1os 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 solucién de hipoclorito de sodio al 1.5%
(Cloralex 1:2 vAv) durante 30 min. Se procuré enjuagar con abundante agua destilada
estéril entre cada lavado. En el Ultimo caso, hasta haber eliminado cualquier olor residual

a cloro.

2.1.2 INMOVILIZACION DE LAS PLACENTAS DE CHILE HABANERO

Con ayuda de pinzas y bisturi, 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 deshidratacién.

L.as placentas se depositaron en una soluciéon de alginato 2.5%; se agitaron y
después, se transfiieron a una solucién frfa de cloruro de calcio 1%, donde
permanecieron durante 2 h en agitacién. Transcurrido este tiempo, las placentas se
lavaron con agua destilada estéril hasta eliminar el exceso de Ca®’.

Se inocularon tres placentas por matraz Erlenmeyer de 250 mL con 40 mL de
medio de cultivo MS (Murashige 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

pmol m?2s"), 70% de humedad relativa, y en agitacién orbital constante de 60 rpm.

2.2 INDUCCION DE LA PRODUCCION DE CAPSAICINOIDES

Con base en la literatura se ensayaron dos formas para aumentar la produccion de
capsaicinoides: la induccién quimica con AS y MedJa (Gutiérrez-Carbajal et al., 2010), y la
manipulaciéon del contenido de N del medio (Arias-Zabala et al., 2009).

2.2.1 CONDICIONES DE INDUCCION QUIMICA DE LA SINTESIS DE
CAPSAICINOIDES

El AS fue disuelto en agua destilada, mientras que el MeJa lo fue en etanol, y
ambos se esterilizaron por filtracion. 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 al., 2010). Los inductores se
agregaron a las placentas 24 h después del estabiecimiento de! cuitivo, y los muestreos
se realizaron a las 0, 12, 24 y 36 h después de iniciados los tratamientos. Los tejidos
fueron congelados con nitrégeno liquido y almacenados a -80°C hasta el momento de ser
analizados. Los testigos se trataron de la misma manera, pero no se expusieron a los
inductores.

Se monitore6 tanto el medio de cultivo, como el tejido, para detectar algin cambio

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

2.2.2 VARIACION DEL CONTENIDO TOTAL DE NITROGENO

Se evaluaron tres concentraciones de N total en el medio, conservandose la
proporcion 2:1 de NO, : NH,", 60 mM, que representa la dosis que se encuentra en la
composicion original del medio MS, 30 mM, una dosis media y 10 mM, dosis limitante.
Cada matraz contenfa 3 placentas y 40 mL de medio MS. Los tratamientos fueron
evaluados por un periodo de 5 dias, tomando muestras al inicio del mismo, asi como

durante los dfas 1, 3 y 5 siguientes.
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2.2.3 ANALISIS ENZIMATICOS

El tejido congelado se pulverizé en un mortero hasta obtener un material muy fino,
que se homogeneizoé con un politrén durante 2 min con el amortiguador de extraccion (50
mM Tris-HCI, pH 8.2, que contenia 2 mM CaCl,, 10 mM B-mercaptoetanoi), en una
relacién 1:2.5 piv y PVPP al 5%. El homogeneizado se centrifugé a 26,400 x g durante 30
min. Todas las manipulaciones se hicieron a 4°C. El sobrenadante, conteniendo el
extracto total, se utilizé para las determinaciones enzimaticas y la cuantificacién de las

pozas.

2.2.4 MEDICION DE LA ACTIVIDAD DE GS
Se utilizé el método de Loyola-Vargas y Sanchez de Jiménez (1986).

La mezcla de reaccion contenia;

Componentes Concentracién final [mM] Volumen (mL)

Tris-HCI 100 1.3-1.8 pH7.5
ATP 8 0.2 pH 7.0
Glutamato de sodio 83.3 0.5 pH7.0
Sulfato de magnesio 33.3 0.1

Hidroxilamina 10 0.3 pH 7.0
Cisteina 3.33 0.1

Extracto 0.1-0.5

Volumen total 3.0

Las molaridades se refieren a la concentracién final en la mezcla de reaccion,
excepto para el Tris.

Para tener la certeza de que se estaba midiendo la actividad de la GS, se
comprobd la dependencia de la reaccién en funcién del tiempo y de la cantidad de
proteinas (enzima).

Cuando se midié la actividad enziméatica en funcién de la cantidad de proteinas, se
utilizaron diferentes volimenes de extracto. La mezcla de reaccion se preincub6 durante 2
min a 38°C. Posteriormente, la reaccién se inicié al afadir el glutamato de sodio, se
incubd durante 15 min, y ésta se detuvo al anadir 1 mL del reactivo de FeCl; (volimenes
iguales de: FeCly6H,0 al 10% en 0.2 N HCJ, acido tricloroacetico al 24% y HCI 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 y-glutamil hidroxamato formado.

Paralelamente, se preparé un blanco de reactivos, al cual no se le agrego el
extracto proteico, y cuyo volumen se compensé con el amortiguador.

Cuando se midié la actividad en funcién del tiempo, se utilizé un volumen fijo del
extracto. La reaccién se detuvo a los 0, 5, 10, 15, y 20 min de incubacién. Posteriormente,
se realizd el centrifugado y la lectura de las absorbancias. Se incluyé un blanco de tiempo
cero que contenia el extracto proteico, por lo que se detuvo la reaccién con la mezcla de
FeCl; antes de la activacién con glutamato de sodio.

El ATP, la cisteina y la hidroxilamina se prepararon inmediatamente antes de
usarse. La actividad especifica se reporta como pmoles de y-glutamil hidroxamato
formado por minuto por mg de proteina (umoles vy-glutamil hidroxamato min® mg™

proteina).

2.2.5 MEDICION DE LA ACTIVIDAD DE GOGAT-NADH
Se sigui6 el método de Loyola-Vargas y Sanchez de Jiménez (1986).
Se utilizé 1a siguiente mezcla de reaccion:

Componentes  Concentracién final [mM]  Volumen (mL)

Tris-HCI 100 1.5-1.8 pH 7.5
a-cetoglutarato 10 0.5 pH7.0
Glutamina 30 0.5

NADH 0.16 0.2

Extracto 01, 02y0.3

Volumen total 3.0

Las molaridades se refieren a la concentracién final en fa mezcla de reaccién,
excepto para el Tris.

La mezcla de reaccién se preincubé durante 2 min a 30°C y la reaccién se inici6 al
anadir el NADH (recién preparado). Se midié 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 reaccion por minuto por mg de proteina (nmoles NADH min' mg™’

protefna).
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2.2.6 MEDICION DE LA ACTIVIDAD DE GDH-NADH
Para realizar esta determinacion, se siguié el método de Loyola-Vargas y Sanchez
de Jiménez (1984).

Se utilizé la siguiente mezcla de reaccion:

Componentes Concentracién final [mM]  Volumen (mL)

Tris-HCL 100 16-1.9 pH 8.2
a-cetoglutarato 10 0.5 pH 7.0
Cloruro de amonio 100 0.5

NADH 0.16 0.1

Extracto 0.01,0.02y 0.03

Volumen total 3.0

Las molaridades se refieren a la concentracion final en la mezcla de reaccién,
excepto para el Tris.

La mezcla de reaccion se preincubd durante 2 min a 30°C y la reaccién se inici6 al
anadir el NADH (recién preparado). Se midié el cambio de absorbancia en intervalos de 1
min a 340 nm durante 5 min totales. La actividad enzimatica se reporta como nmoles de
NADH consumidos en la reaccién por minuto por mg de proteina (nmoles NADH min™' mg’

! proteina).

2.2.7. MEDICION DE LA ACTIVIDAD DE GDH-NAD*
La determinacién se realiz6 siguiente el protocolo reportado por Loyola-Vargas y

Sanchez de Jiménez (1984).
La mezcla de reaccion empleada se compuso de la siguiente manera:

Componentes Concentracion final [mM] Volumen (mL)

Tris-HCI 100 2.15-2.3 pH 9.4
Gilutamato de sodio 10 0.5 pH 7.0
NAD" 0.6 0.2 pH 8.0
Extracto 0.05,01y0.15

Volumen total 3.0
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Las molaridades se refieren a la concentracién final de la mezcla de reaccion,
excepto para el Tris. La mezcla de reaccién se preincub6 durante 2 min a 30°C y la
reacciéon se inicio al afadir el NAD® (recién preparado). Se midid el cambio de
absorbancia a intervalos de 1 min a 340 nm durante 5 min totales. La actividad enzimatica
se definié como nmoles de NAD" utilizados por minuto por mg de proteina (nmoles NAD*

min"* mg™' proteina).

2.2.8 CUANTIFICACION DE PROTEINAS

El contenido de proteinas se determind por el método de Peterson ef al. (1977). Se
elaboré una curva patrén (0-100 ug) con alblmina sérica bovina.

El procedimiento a seguir para la curva patron y el ensayo de las muestras fue el
siguiente: se completé el volumen de ia muestra a 1 mL con agua destilada, se le adicion6
0.1 mL de desoxicolato de sodio al 0.15%, se agité e incubé durante 10 min a temperatura
ambiente. Luego, se anadié 0.1 mL de acido tricloroacético al 72 % (frfo). Se incubé 20
min en hielo, para posteriormente centrifugar a 2 561 x g durante 15 min. El sobrenadante
se desechd y la pastilla se resuspendié en 1 mL de agua y se le afiadié 1 mL del reactivo
A, recien preparado. Se incubd 10 min a temperatura ambiente, y posteriormente, se le
adicioné 0.5 mL del reactivo B, incubandose 30 min a temperatura ambiente. Finalmente,
se determind la absorbancia a 750 nm.

Reactivo A, se prepar6 con volumenes iguales de los reactivos del 1 al 4.

1) Cobre—tartrato-carbonato (CTC). Se prepar6 a partir de Na,CO; al 10% (p/v), se
afiadié CuSO, a una concentracion de 0.1% (p/v) y tartrato de sodio y potasio a 0.2%
(pV).

2) Dodecil sulfato de sédio (SDS) al 10 % (p/v)

3)NaOH 0.8 N

4) Agua destilada

Reactivo B: Reactivo de Folin-Ciocalteau (1:6 v/iv)

2.2.9 CUANTIFICACION DE AMINOACIDOS
Se utilizo el método de Cocking y Yemm (1954), en el cual un volumen de muestra
(2040 uL) se completé con agua destilada hasta 1 mL, se le agregé 1 mL del reactivo de

ninhidrina (B) recién preparado y se coloc6 en un bafio Marfa a ebullicién durante 30 min.
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Al término del tiempo, se le agregaron 2.5 mL de isopropanol al 50%, se dejé reposar 15
min a temperatura ambiente, y se ley6 Ia 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 amortiguador, 0.08 g de cloruro de estafio.

Reactivo B: 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 CUANTIFICACION DE AMONIO

Se determind por la técnica de Nessler (Streli y Averell, 1970), en donde se tomd
un volumen de muestra (2040 pL) y se llevé a un volumen final de 5 mL con agua
destilada, se le agregaron 0.5 mL del reactivo de Nessler (solucion madre diluida),
dejandolos reposar durante 30 min en oscuridad y finalmente, se leyé la absorbancia a
385 nm.

El reactivo de Nessler esta compuesto de los siguientes reactivos:

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

16 g de hidréxido de sodio disueltos en 70 mL de agua fria.

Para prepararlo, se mezclaron fas dos soluciones anteriores lentamente, evitando
el calentamiento, y se afor6 a 100 mL con agua destilada. El reactivo se preparé en
condiciones de oscuridad (solucién madre). Después, se tomd 1 mL de esta solucién, y se

diluyé con agua a 10 mL (solucién madre diluida).

2.2.11 CUANTIFICACION DE CAPSAICINOIDES

Se tomaron tres placentas, las cuales se congelaron con nitrogeno liquido y
posteriormente se molieron en un mortero. De ahl se pesd 0.2 g, se le agregd acetonitrilo
(40 mL/ g de peso fresco) y se incubé a bafio Maria a 80°C durante 4 h. Finalizado este
tiempo, se filtré al vacio (pape! filtro Whatman N° 1) y el extracto se guardé en oscuridad a
-20°C. La separacién de los capsaicinoides se hizo por cromatografia liquida de aita
resolucién (HPLC; Collins ef al., 1995).

Para la inyeccién de las muestras en el equipo, se utilizé una alicuota de 2 mL,
misma que fue filtrada a través de unidades Millex LCR (Millipore) de 0.45 ym. Se utilizé
un HPLC Agilent serie 1100 (Agilent Technologies, Germany) con detector de arreglo de

diodos. La separacién de los capsaicinoides se llevé a cabo en una columna de fase
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reversa Zorbax Octadecil Silano (ODS) C18 (tamafio de particula: 5 pm, 4.6 mm x 150
mm). Las condiciones del ensayo fueron: temperatura ambiente, con una fase movil
isocratica: mezcla de dos disolventes en una relacién 30A:70B [A= metanol:agua (10:90) y
B= metanol 100%]. El tiempo de corrida fue de 10 min con un flujo de 1 mL/min, a
temperatura ambiente, con un volumen de inyeccion de 20 pL y a una longitud de onda de
280 nm.

Para la determinacion de los capsaicinoides en el medio de cultivo, se liofiliz6 una
alicuota de 10 mL y posteriormente se realizé la extraccién con 1.25 mL de agua + 2.5 mL
de acetonitrilo. Los tubos se mantuvieron a bafio Marfa durante un periodo de 4 h.
Finalmente se tomo la fase orgénica 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 estandares de ambos compuestos.
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RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 EL ACIDO SALICILICO Y EL JASMONATO DE METILO INDUJERON
CAMBIOS EN LA ACUMULACION DE CAPSAICINOIDES

Para los tratamientos de induccién con acido salicflico (AS) y jasmonato de metilo
(Meda), se utilizaron tres concentraciones: 5, 50 y 500 pM, 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 incubacién. Los testigos no fueron

expuestos al inductor.

En comparacion con los testigos, el tratamiento con AS estimulé la acumulacién de
capsaicinoides (Figura 3.1A). El nivel maximo de acumulacién de capsaicinoides se
detect6 a las 24 h con el tratamiento de 500 uM de AS (Figura 3.1B).

En las primeras 12 h del tratamiento con AS, hubo un aumento en la cantidad de
capsaicinoides, que fue mas pronunciado que el observado durante las siguientes 12 h.
Posteriormente, la acumulacion de estos compuestos permanecié constante (Figura
3.1B). El contenido total de capsaicinoides en el testigo fue entre 16.49 y 28.38 umoles.
En comparacién, el tratamiento con 500 pM de AS produjo un incremento de 17.32 a
44 24 pmoles en el mismo pernodo; es decir, en el testigo hubo un aumento de 72% a lo

largo del experimento, mientras que en el tratamiento con AS fue de 155%.
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Figura 3.1, Efecto del tratamiento con éacido salicllico sobre el contenido de capsaicinoides totales
por matraz en cultivos in vitro de placentas. A) Efecto de la concentracion de AS (5, 50 y 500 uM) y
B) Tastigo y el tratamiento con 500 uM en el que se observé ef mayor efecto sobre la acumulacion
de los capsaicinoides. Los matraces contenfan 3 g de peso fresco y 40 mL de medjo. Los datos
corresponden al valor promedio de tres repeticiones y las barras verticales, a la desviacién

estandar.
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Por otro lado, el tratamiento con MedJa, al igual que con el AS, estimulé Ia
acumulacién de capsaicinoides (Figura 3.2A). De igual manera, el nivel maximo de
acumulacion de capsaicinoides por matraz se detecté a las 12 h, siendo el tratamiento con
500 uM el que produjo la mayor respuesta (Figura 3.2B). En las primeras 12 h, después
del tratamiento con Meda, hubo un aumento en la cantidad de capsaicinoides.
Posteriormente, ésta disminuyd durante las siguientes 12 h (correspondiente a 24 h). El
valor del contenido total de capsaicinoides por matraz en el testigo fue de 19.4 hasta 25.7
pmoles entre las 0 y las 24 h, mientras que en el tratamiento con 500 uM de MeJa lo hizo
hasta 36.1 umoles en el mismo 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 condiciones experimentales, el cuitivo in vifro fue capaz de llevar a cabo la
sintesis de capsaicinoides y el tratamiento con 500 uM de AS o de MeJa indujeron una
acumulacion de capsaicinoides desde las 12 h de exposicion. La cantidad de
capsaicinoides encontrados en el cultivo de placentas inmovilizadas fue mayor que la
reportada para los cultivos celulares de C. annuum, C. frutescens y C. chinense
(Gutiérrez-Carbajal ef al., 2010; Lindsey y Yeoman, 1984), lo que sugiere que el estado de
diferenciacion del tejido tiene gran influencia sobre la capacidad de acumulacién, como se
ha reportado para otros metabolitos secundarios. Hasta ahora, éste es el primer reporte
en utilizar las herramientas de induccién (.e. utilizacion de AS y MedJa) para el estudio del

metabolismo de los capsaicinoides en esta variante del cultivo de tejidos.
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Figura 3.2. Efecto de/ tratamjento con jasmonato de metilo sobre el contenido de capsaicinoides
totales por matraz en cultivos in vitro de placentas de Capsicum chinense Jacq. A) Efecto de la
concentracién de MeJa (5, 50 y 500 uM) y B) Se muestra solamente al testigo y el tratamiento en
donds se observé el mayor efecto sobre la acumufacién de dihidrocapsaicina. Los matraces
contenian 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 desviacién estandar.
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La capacidad del MeJa para estimular ia sintesis de metabolitos secundarios ha
sido bien documentada; no obstante, en el caso del AS, este topico aln no esti
suficientemente claro, pues mientras que en el caso de ciertos metabolitos, hay un
aumento en la acumulacién, en otros ésta disminuye (Kazan y Manners, 2008; Beckers y
Spoel, 2006). En este trabajo, se probd el efecto de estos dos mediadores sobre el
metabolismo de los capsaicinoides. Los resultados de induccién obtenidos concuerdan
con lo reportado por Gutiérrez-Carbajal et al. (2010), asf como por Sudha y Ravishankar
(2003). Tanto el AS como el MeJa tienen un efecto positivo sobre la acumulacién de

estas arilamidas.

Adicionalmente, se sabe que la induccién tiene un efecto positivo sobre la
actividad de las enzimas fenilalanina amonio liasa (PAL; Holden y Yeoman, 1994) y
capsaicinoide sintasa (CS; Suresh y Ravishankar, 2005), reacciones que han sido
sefaladas como puntos limitantes durante la biosintesis de los capsaicinoides en cultivos
mantenidos in vitro (Ochoa-Alejo y Gémez-Peralta, 1993). De igual manera, en este
trabajo se logro establecer una metodologfa para la induccién de fa acumulacion de los
capsaicinoides en placentas inmovilizadas de Capsicum chinense Jacq., misma que

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

3.2 LA VARIACION DE LA CONCENTRACION TOTAL DE NITROGENO
INDUJO CAMBIOS SOBRE LA ACUMULACION DE CAPSAICINOIDES

La disponibilidad del N es un factor importante durante la sintesis y acumulacién
de los capsaicinoides, tanto a nivel de la planta como bajo condiciones in vitro (Monforte-
Gonzalez ef al., 2010; Johnson y Decoteau, 1996). En el sistema in vitro las variables que
pueden manipularse con respecto a este macronutrimento son su concentracion total y la
relacion NOz/NH,*. Ambos factores afectan tanto el crecimiento como la produccion de
metabolitos secundarios (Arias Zabala et al., 2009; Yeoman y Yeoman, 1996). Por lo
tanto, en este trabajo, se consider6 evaluar el efecto de la vanacion en el contenido total
de N.

El medio MS presenta una concentracién total de 60 mM de N y en vista de que a
concentraciones de 10 mM puede ser limitante, mientras que a concentraciones cercanas

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

(completa).

El contenido total de capsaicinoides con 60 mM se mantuvo a lo largo del ciclo y
solo se pudo apreciar un ligero incremento hacia el dia 5. Sin embargo, cuando se
aplicaron las dosis media y limitante, se detectaron cambios en la dinamica de
acumulacion de estos metabolitos (Figura 3.3). Mientras que con 30 mM de N se vio una
mayor diferencia en el dia 3, en comparacidn con la dosis completa de N; con 10 mM se
apreci6 un ligero incremento en el primer dia después de haber establecido el cultivo.
Estos datos en su conjunto sugieren que el N tuvo efectos inhibitorios sobre la
acumulacién de los capsaicinoides. Las dosis con menor N resultaron en una mayor
acumulacion de estas arilamidas. Este fenémeno, en el que bajas concentraciones de N
estimularon la produccién de ciertos metabolitos secundarios se ha observado en F.
ananassa, donde 10 mM de N estimuld la produccion de antocianinas (Sato et al., 1996).
Esto probablemente se debe a que los precursores generados en el metabolismo primario
son desviados hacia ta produccién de metabolitos secundarios (Raval et al., 2003). Por
otro lado, una concentraciéon alta de N, alrededor de 80 mM, con sus respectivas
variaciones entre especies y tipos de cultivos in vitro, inhibié la produccién de ciertos
metabolitos secundarios (Zhong y Wang, 1998). Ademas, en N. tabacum concentraciones
elevadas de NOj inhibieron una gran parte del metabolismo de los fenilpropancides, ruta
que da lugar a los capsaicinoides (Fritz ef a/., 2008). En este caso, al modificar la cantidad
de N de 60 a 10 mM de N total, se redujo la concentracién de NO5 de 40 a 6.66 mM, lo
que podria estar disparando el metabolismo de los fenilpropanocides. Con estos
resultados, se puede concluir que una variacién en la concentracién de N total en el medio
de cultivo afecta la acumulacién de capsaicinoides en tejido placentario inmovilizado de

chile habanero.
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Figura 3.3. Efecto de /a variacién de la concentracion total de N sobre fa acumulacién de
capsaicinoides totales por matraz en cultivos in vitro de placentas de Capsicurn chinense Jacq. Los
matraces contenian 3 g de peso fresco y 40 mL de medio. Los datos corresponden al valor
promedjo de tres repeticiones y las barras verticales, a la desviacion esténdar.

3.3 EL ACIDO SALICILICO Y EL JASMONATO DE METILO NO PRODUJERON
CAMBIOS SOBRE LA ACTIVIDAD DE LAS ENZIMAS DE ASIMILACION DE
AMONIO

Una vez establecidos los parametros de induccién con AS y Meda (i.e.
concentracion anica: 500 uM y tiempo de exposicion: 24 y 36 h, respectivamente) sobre el
cultivo in vitro de placentas, se procedié a determinar las actividades de las enzimas
encargadas de la asimilacion de amonio. Se observé un aumento en la actividad
especifica 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 similar se observé con la GS en
placentas sometidas al MeJa (Figura 3.5A), asi como para la GOGAT en las placentas
expuestas a AS (Figura 3.4B) y MedJa (Figura 3.5B).
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Figura 3.4. Efecto del AS sobre la actividad de las enzimas de asimilacion de amonio. A) GS, B)
GOGAT-NADH, C) GDH-NADH y D) GDH-NAD®. Los matraces contenian 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 desviacién estandar.
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Figura 3.5. Efecto del MeJa sobre la actividad de las enzimas de asimilacién de amonio. A) GS, B)
GOGAT-NADH, C) GDH-NADH y D) GDH-NAD®. Los matraces contenian 3 g de peso fresco y 40
mL de medio. Los datos corresponden al valor promedio de lres repeticiones y las barras

verticales, a la desviacion estandar.
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Respecto a la GDH tanto en el sentido aminativo (dependiente de NADH) como en
el sentido desaminativo (dependiente de NAD), los tratamientos tampoco produjeron
cambios en la actividad, respecto al testigo (Figura 3.4C y D) y solamente en el
tratamiento con AS, se observé una disminucion a las 24 horas de exposicién (Figura
3.5C y D).

Por otro lado, al observar las actividades de la GDH obtenidas en tejido placentario
sometidas a tratamiento con MedJa (Figura 3.5C y D), se aprecia que, tanto en el sentido
aminativo como el desaminativo, no hubieron diferencias con respecto al testigo. Al
comparar los tratamientos con AS y Meda se observa una respuesta diferente solamente
en el caso de |a actividad de la GDH, lo cual podria explicarse con base en el hecho de
gue cada uno de estos inductores activa rutas de transduccién diferentes (Repka, 2001;
Maleck y Dietrich, 1999), atn cuando ambos condujeron a la acumulacién de

capsaicinoides en el tejido placentario.

Si bien es cierto que existen reportes de que el tratamiento con AS aumenta la
actividad de la GS (Rana et al., 2008), asf como MeJa hace lo propio para la GDH
(Watanabe et al., 2007), en este sistema experimental esto no pudo ser observado. Esto
podria tener dos explicaciones: la primera seria que en Capsicum chinense esto no
ocurte, pues este aumento en la expresién solo se circunscribe a ciertas especies y/o
tejidos, y la segunda podria ser que el sistema experimental no redne las condiciones
ideales para poder observar este efecto. Aun cuando podria 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 utilizado.

3.4 LA CONCENTRACION DE NITROGENO TOTAL EN EL MEDIO DE
CULTIVO MODIFICO LA ACTIVIDAD DE LAS ENZIMAS DE ASIMILACION DE
AMONIO

Una vez que se encontré que la disminucién en la cantidad de N total aumenté la
acumulacion de los capsaicinoides, se determinaron los efectos sobre la actividad de las
enzimas de asimilacion de amonio. En este experimento se evalué una concentracion

total de 10 mM de N, por ser aquella en la que se encontré el mayor contenido de
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capsaicinoides. A la par se hizo lo mismo con el medic que contenfa 60 mM (dosis
completa de N). Las actividades de las enzimas NR (Baas-Espinola, 2008), NiR (Roca-
Mézquita, 2009), GS y GDH-NADH (Ancona-Escalante, 2009), alcanzaron los maximos de
actividad especifica a los tres dias 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 observé un aumento en funcidn 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 lo 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 3.6B). 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
podria concluir que la disponibilidad del N tuvo un efecto positivo sobre la actividad de las
enzimas de asimilacion de amonio.

El N es un macronutrimento esencial, cuyas fuentes organicas e inorganicas
fungen como senales claves que gobiernan la expresién de un gran nimero de genes
relacionados directa o indirectamente con su metabolismo en plantas (Vidal y Gutiérrez,
2008). La disponibilidad de nitrégeno en cantidad suficiente se torna fundamental para la
productividad en la agricultura, por lo que existe actualmente una cantidad apabullante de
articulos relacionados en este topico en plantas de interés agronémico. No obstante,
también es una de las razones por las que se han visto escasamente explorados aspectos
del metabolismo nitrogenado, relacionados con la produccion de metabolitos secundarios,
como lo es, en este caso, durante la produccién de capsaicinoides en Capsicum chinense
Jacq.

Uno de los aspectos importantes del metabolismo nitrogenado que se evalué en
este trabajo fue la respuesta de las enzimas de asimilacién de amonio en placentas
productoras de capsaicinoides ante diferentes regimenes de disponibilidad de N total
(NOs: NH,"; relacién 2:1, respectivamente). Los resultados muestran que bajo las
condiciones en las que las placentas son mantenidas con 60 mM de N, la actividad de las

enzimas evaluadas aumenté considerablemente en un periodo de tres dias. Estos datos
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corroboraron lo descrito con anterioridad (Ancona-Escalante, 2009; Baas-Espinola, 2009;
Roca-Mézquita, 2009). Los resuitados implicarian que el NOj, que estaba siendo
reducido a NH,", 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 iempo cero (GS y GOGAT) e incluso tienden 2 mantenerse por
debajo de este valor (GDH-NAD(H)).

La disminuciéon en la actividad de las enzimas de asimilacion de amonio
encontrado en este trabajo podrfa explicarse con base en el hecho de que ei NO3 controla
la expresion 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 accion se ve reflejada en una disminucién en la actividad
de estas enzimas. Por ejemplo, el nitrato regula su propia toma y asimilacion a través de
la regulacién de transportadores de NOy', o la nitrato reductasa mediante la produccién de
poder reductor (modificando la ruta pentosa fosfato). EIl NOs asi mismo regula la
expresion de genes involucrados en el metabolismo del carbono, y de esta manera,
coordina la produccién de acidos organicos, necesarios para la conversion del N de una
forma inorganica a otra organica como los aminoacidos glutamato y glutamina (Vidal y
Gutiérrez, 2008).
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Figura 3.6, Efecto de la variacion de la cantidad total de nitrégeno sobre la actividad de las
enzimas de asimilacién de amonio. A) GS, B) GOGAT-NADH, C) GDH-NADH y D) GDH-NAD®. Los
matraces contenfan 3 g de peso fresco y 40 mL de medio. Los datos corresponden ai valor

promedio de tres repeticiones y las barras verticales, a la desviacion esténdar.
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3.5 LAS POZAS DE AMONIO Y AMINOACIDOS SE MANTUVIERON
CONSTANTES CUANDO EL TEJIDO PLACENTARIO FUE TRATADO CON EL
ACIDO SALICILICO O EL JASMONATO DE METILO

Con la finalidad de complementar los datos obtenidos sobre las actividades
enzimaticas del metabolismo primario del nitrégeno en las placentas bajo las diferentes
condiciones evaluadas, se cuantificé la poza endb6gena de amonio, sustrato de las
enzimas analizadas, asi como la cantidad de aminoéacidos totales como una estimacion

del N que esta siendo incorporado a su forma orgéanica.

Cuando el cultivo se sometié a condiciones de induccién, tanto con AS como con
Meda, el contenido de amonio se mantuvo en un nivel similar al del testigo (alrededor de

los 40 pmoles por gramo de peso fresco; Figura 3.7).

La poza endégena de aminoacidos, como equivalentes de glutamato, en placentas
sometidas al proceso de induccién se mantuvo sin cambios a lo largo del periodo de
tratamiento (Figura 3.8). Los valores se mantuvieron alrededor de 25 pmoles por gramo
de peso fresco. De estos datos, se podria sugerir que a pesar de que los tratamientos con
AS o MeJa podrfan incrementar la demanda de N (en forma de amonio y aminoacidos)
para producir capsaicinoides en placentas mantenidas en un cultivo in vitro, este tejido es
capaz de suministrarlos sin alterar la poza endoégena, posiblemente debido a que se

encuentran en un medio rico en nitrégeno (60 mM).
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Figura 3.7. Efecto del A) écido salicilico y del B) jasmonato de metilo sobre la poza de amonio en

placentas cultivadas in vitro de Capsicum chinense Jacq. Los matraces contenian 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 desviacion estandar.
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Figura 3.8. Efecto del A) écido salicilico y del B) jasmonato de metilo sobre la poza de aminoécidos

en placentas cultivadas in vitro de Capsicum chinense Jacq. Los matraces contenian 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 desviacién estandar.
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3.6 LAS POZAS DE AMONIO Y AMINOACIDOS EN EL TEJIDO PLACENTARIO
SE VIERON AFECTADAS CUANDO SE MODIFICO LA CONCENTRACION
TOTAL DE N EN EL MEDIO DE CULTIVO

El contenido de amonio en las placentas mantenidas en la dosis completa de N
aumenté con respecto al tiempo, iniciando con un contenido de alrededor de 30 pmoles
para alcanzar en el dia 3 un valor cercano a los 70 (Figura 3.9). Esta misma tendencia se
observd en las placentas tratadas con Meda, i.e. un aumento en la concentracién 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 ofro lado, con la dosis completa de N el contenido de aminoacidos en las
placentas se mantuvo constante desde el inicio del tratamiento hasta el dia 3 (Figura
3.10). Cuando este tejido se mantuvo con 10 mM de N, el contenido de aminoacidos
disminuyé. Esto probablemente se explicaria debido a que al disminuir la cantidad de
nitrato y amonio, disminuyé la actividad de las enzimas de asimilacién de amonio (Figura
3.8), y concomitantemente el suministro de Glu y GIn, necesario para la sintesis de otros
aminoacidos. Esto estarfa entonces ligado a que una disminucién en la cantidad de nitrato
dispara la sintesis de capsaicinoides (Figura 3.3), y con ello aumenté la demanda de
precursores, necesidad gque seria amortiguada por las pozas endégenas de amonio y

aminoacidos.

72



Capitulo 3

80 1 A
70 A
E 60 - I
o 207 T
Z 40 -
o (72}
S < 30- Trat 10 mM N
<E 20 -
3 B Trat60 mM N
= 10 -
0
0 3
Tiempo (dias)
25 - B
Ll
o —
@ Q& 207
[ -
23S w5 5
- < 9
a =2
=3 g 10 T Trat 10 mM N
20 3
& ~ 5 - B Trat60 mM N
0
0 3
Tiempo (dias)

Figura 3.9. Efecto de la variacién de la concentracién total de N sobre las poza de A) amonio y B)
aminodcidos en placentas cultivadas in vitro de Capsicum chinense Jacq. Los matraces contenian
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 desviacién esténdar.
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3.7 DISCUSION GENERAL

El N es un elemento necesario para la sintesis de los capsaicinoides, ya que su
disponibilidad afecta la capacidad de acumulacién de sus precursores (Monforte-Gonzalez
et al., 2010; Johnson y Decoteau, 1996). El tejido placentario de Capsicum annuum es
capaz de mantener la siniesis de capsaicinoides cuando se cultiva in vitro con N
inorganico (nitrato y amonio) como (dnica fuente (Johnson et al., 1990). Esto llevo a
ptantear la hipétesis de que las placentas tienen la maquinaria enzimatica necesaria para
convertir el N inorganico a una forma organica, y con ello, proveer los precursores para la
sintesis de capsaicinoides (Miranda-Ham et al,, 2007). A pesar de que la evidencia
sugiere que el tejido placentario es capaz de conseguir los precursores necesarios para la
sintesis de capsaicinoides (valina, leucina y fenilalanina), hasta ahora, el origen de éstos

permanecia desconocido (Miranda-Ham et a/., 2007; Vazquez-Flota ef al., 2007).

La placenta es capaz de reducir el nitrato a amonio (Baas-Espinola, 2009; Roca-
Mézquita, 2009), para incorporarse a una forma organica como glutamato y glutamina
(Ancona-Escalante, 2009). Ademas, el amonio es la principal fuente de nitrégeno para

este tipo de tejido, al menos bajo condiciones in vitro.

Sin embargo, la relacién que pudiera existir entre las enzimas de asimilacién
primaria y la sintesis de capsaicinoides aun no era clara, por lo que en el presente trabajo,
se buscé establecer la relacion potencial entre el metabolismo primario y el secundario en
un cultivo de placentas in vitro de Capsicum chinense Jacq. Para ello, se desatrollé una
estrategia para activar la sintesis de capsaicinoides de dos formas diferentes: primero,
con la induccion del metabolismo secundario, y segundo, con la modificacion de la
cantidad total de N que repercutiria sobre las enzimas del metabolismo primario del
nitrégeno. Esto se hizo con el fin de poder analizar el metabolismo nitrogenado en estas
condiciones. El AS y el MeJa son capaces de provocar un aumento en la acumulacion de
los capsaicinoides, tanto en células en suspensién de C. chinense (Gutiérrez-Carbajal ef
al., 2010) como en placentas de C. annuum (Sudha y Ravishankar, 2003). Por otro lado,
el uso de diferentes cantidades de N afecta la sintesis de capsaicinoides (Monforte-
Gonzélez et al., 2010).

Para alcanzar los objetivos propuestos, se utilizé como sistema experimental el
cultivo in vifro de placentas recubiertas con una pelfcula de alginato. Este proceso de

recubrimiento, por el cual el tejido es aislado flsicamente por medio de una barrera
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semipermeable, permitié que las placentas se mantuvieran viables y metabdlicamente
activas hasta un periodo de hasta cinco dfas después de su establecimiento (Ancona-
Escalante, 2009). Este sistema experimental, por un lado posee las ventajas del sistema
in vitro, es decir, condiciones controladas, permitiendo conservar cierto grado de
organizacién, que es muy importante para la biosintesis de los metabolitos secundarios
(Verpoorte et al.,, 1999).

Los resultados muestran que a pesar de que el AS y el MeJa indujeron un
aumento en la acumulacién de los capsaicinoides (Figura 3.1 y 3.2), las actividades de la
GSy la GOGAT (Figura 3.4Ay B; 3.5A y B) no se vieron afectadas por los tratamientos de
induccion. De este modo, en las condiciones ensayadas la activacion del metabolismo

secundario no requiere una activacién del metabolismo basico.

Ademds, al parecer la actividad de la GDH, tanto en el sentido aminativo como
desaminativo, es tan sélo marginal, pues el ciclo GS-GOGAT tiene un papel central en la
produccién de los precursores para la sintesis de los capsaicinoides cuando se inducen
los cultivos con AS (Figuras 3.4C y D). El papel principal de este ciclo durante la
asimilacidn de amonio en tejido placentario también ha sido sefialado por Ancona-
Escalante (2009).

Es posible que los efectos, tanto del AS como del MeJa, ocurran sobre la actividad
de las enzimas gque se encuentren cercanas a la sintesis de los precursores (fenilalanina),
como la corismato mutasa o [a arogenato deshidratasa, o bien, solo sobre aquellas

enzimas directamente involucradas con la sintesis de los capsaicinoides.

Posteriormente se evalué el efecto de la variacion en la cantidad total de N en el
medio de cultivo. La disminucion en la cantidad de este elemento tuvo un efecto directo
sobre la acumulacién de capsaicinoides. Durante las primeras 24 h, con10 mM se detecto
un aumento considerable de estos compuestos, mientras con 30 mM, el aumento se

presenté hasta las 72 h (Figura 3.3).

Estos resultados nos muestran, en su conjunto, que el contenido de N total en el
medio desempefié un papel importante, ya que se observé un aumento en la produccién
de los capsaicinoides mediante la adicion del AS y Meda (Figura 3.1 y 3.2), sin que
hubieran cambios importantes en las actividades de las enzimas de asimilaciéon de amonio
(Figura 3.4 y 3.5). Este aumento se dio incluso sin la modificacidén en los niveles de las
pozas de aminoacidos o amonio (Figura 3.7 y 3.8). Esto fue mas notable cuando el tejido
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placentario se mantL'No en un medio pobre en N, pues atin cuando hubo un aumento en la
acumulaciéon de capsaicinoides (Figura 3.3), tanto la poza de amonio como la de
aminoécidos fueron capaces de cubrir la demanda de precursores (Figura 3.9). Se podria
sugerir que para observar un aumento en las actividades de las enzimas de asimilacion
de amonio [GS, GOGAT y GDH-NAD(H)] que conlleve un incremento concomitante en la
acumulacion de capsaicinoides, deberan aplicarse los inductores a un cultivo in vitro de
placentas en un medio con una cantidad limitante de N. De esta manera, se podria
separar el efecto de los inductores sobre estas enzimas, si lo hubiera, del ocasionado por

el exceso de N en el medio.

De este modo, los datos sugieren que bajo las condiciones evaluadas no existe
una relacién directa entre los dos procesos, pues aunque hay una disminucién de las
actividades de las enzimas de asimilacion de amonio, las placentas fueron capaces de
acumular una elevada cantidad de capsaicinoides. Mas aln, la aplicacién de AS o MedJa
no tuvo un efecto directo sobre las actividades de las enzimas de asimilacion de amonio,

a pesar de promover la acumulacion de capsaicinoides.

Hasta ahora, este es el primer reporte de un trabajo de esta naturaleza en
Capsicum chinense, en donde se describe el papel de las enzimas involucradas en la

asimilacion de amonio en relacién con la sintesis de los capsaicinoides.
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

4.1 CONCLUSIONES

El jasmonato de metilo y el acido salicilico indujeron un aumento en la
acumulacion de los capsaicinoides (tanto capsaicina como dihidrocapsaicina) en un
cultivo in vitro de placentas inmovilizadas de Capsicum chinense Jacq.; sin embargo,
estos dos inductores no demostraron tener un efecto directo sobre las actividades de las
enzimas de asimilacién de amonio [GS, GOGAT-NADH, GDH-NAD(H)].

Una disminucién en fa concentracién de N total del medio de cultivo repercute en
una disminucién de la actividad de las enzimas de asimilacién de amonio; no obstante, fa

cantidad de capsaicinoides encontrada en el tejido placentario se ve aumentada.

Los tratamientos con jasmonato de metilo y &acido salicilico sobre las placentas no
modificaron las pozas enddégenas de aminoacidos y amonio, ocurriendo lo contrario

cuando hubo una disminucién en la concentracion de N en el medio de cultivo.

De este modo, el aumento en la sintesis de capsaicinoides no requiere, al menos
en las condiciones ensayadas, la asimilacion primaria de N, probablemente porque los

inductores promueven la transformacion de intermediarios tardfos.
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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
investigacion, se ha demostrado que este tejido es capaz de incorporar N de una forma
inorganica a una organica, es decir, que en las placentas se encuentran funcionales las
enzimas NR, NiR, GS/GOGAT-NADH y GDH-NAD(H) (Ancona-Escalante, 2009; Baas-
Espinola, 2009; Roca-Mézquita, 2009). Ademas, recientemente también se reporté la
funcionalidad de una enzima mas que participa de manera importante en la sintesis del
precursor fenilalanina: la corismato mutasa (Couoh-Nic, 2011). Falta ahora determinar si
la arogenato deshidratasa, otra enzima clave en la sintesis de fenilalanina, cuyo origen

hasta ahora se mantiene desconocido, esta presente en las placentas de chile habanero.

Con este trabajo se amplia la visién integral del metabolismo nitrogenado que se
encuentra asociado a la sintesis de los capsaicinoides, y que de alguna manera, provee
de los precursores necesarios para que ésta ocurra. Ademas, estos resultados nos
permiten reconsiderar y plantear nuevas preguntas asociadas al metabolismo del N en el
tejido placentario, al momento de plantear experimentos futuros. Aun quedan por resolver
preguntas como: ;Qué pasaria con las actividades de las enzimas de asimilacion de
amonio si se disminuye la cantidad de N en el medio de cultivo y se aplican los
inductores?, ;Qué sucederia con estas enzimas y la sintesis de capsaicinoides cuando la
relacion nitrato:amonio del medio original se modifica?, ¢Tendran el mismo
comportamiento con respecto a la inducciéon con AS y Meda aquellas enzimas que se
encuentren mas cercanas a la sintesis de fenilalanina?, ¢ Qué sucederia con la expresion
de los genes que codifican para cada una de estas enzimas?, ¢ Los patrones de expresién

de los transcritos se correlacionan con la sintesis de los capsaicinoides?

Los capsaicinoides son metabolitos secundarios de importancia comercial y en la
medida en que se vayan comprendiendo los detalles que gobternan su sintesis, tanto
mejor se podran implementar estrategias biotecnolégicas que permitan aumentar su

produccién en un futuro no muy lejano.

82



Capitulo 4

REFERENCIAS

Ancona-Escalante, W. R. (2009). Estudio de las enzimas de asimilacion de amonio en un
cultivo in vitro de placentas inmovilizadas de Capsicum chinense Jacq. Tesis de
Maestrfa. Centro de Investigacién Cientifica de Yucatan. México. 76 p.

Couoh-Nic, J. A. (2011). Estudio de la corismato mutasa en placentas de Capsicum
chinense Jacq. Tesis de Licenciatura. Instituto Tecnolégico Superior del Sur del
Estado de Yucatan. México. 50 p.

Baas-Espinola, F. M. (2009). Cuantificacién de la enzima nitrato reductasa en placentas
inmovilizadas de chile habanero (Capsicum chinense Jacq). Tesis de Licenciatura.
Universidad Auténoma de Yucatan. México. 44 p.

Roca-Mézquita, C. (2009). Estudio de la enzima nitrito reductasa en un cuitivo in vifro de
placentas inmovilizadas de Capsicum chinense Jacg. Tesis de Licenciatura.
Universidad Auténoma de Yucatan. México. 45 p.

83



