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Centimetro

Coenzima A

Acido céafeico metiltransferasa
Capsaicinoide sintasa
Carbonato-Tartrato-Cobre
Clasificacion enzimatica
Acido graso sintasa
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Cloruro férrico hexahidratado
Glutamato sintasa dependiente de ferredoxina
Gramos

Glutamato deshidrogenasa
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aminotransferasa)
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Glutamino sintetasa cloroplastica
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Lista de Cuadros y Figuras

Cuadro 3.1. Contenido de capasicinoides totales y andlisis de los
porcentajes correspondientes a las placentas y el medio de cultivo.

Figura 1.1. Rutas de asimilacion de amonio. EI amonio incorporado es
tomado por la glutamino sintetasa para la formaciéon de la molécula de
glutamina, que posteriormente recibe la glutamato sintasa formando dos
moléculas de glutamato La glutamato deshidrogenasa, una amino
transferasa, realiza la reaccion de aminacion o desminacion para obtener
glutamato o un oxo-acido perteneciente al metabolismo del carbono.

Figura 1.2. Diversidad de frutos del género Capsicum.

Figura 1.3. Microfotografias de células epidérmicas (C) de cultivares
picantes (recuadros 1y 2) y no picantes (recuadro 3) de Capsicum annuum.
Se pueden observar abultamientos parecidos a ampollas en la superficie de
placentas de un cultivar picante (recuadros 1, 2). Cavidades subcuticulares
(Sc), asi como grietas también pueden discernirse. En el caso del cultivar no
picante, la placenta presenta una superficie lisa (recuadro 3). (Tomado de
Zamski et al., 1987).

Figura 1.4. Ruta propuesta para la biosintesis de los capsaicinoides en el
género Capsicum. PAL, fenilalanina amonio liasa; Ca4H, acido cinamico 4
hidroxilasa; Ca3H, cumarato-3-hidroxilasa; COMT, acido caféico O-
metiltransferasa; pAMT, presunta amino transferasa de la vainillilamina;
BCAT, aminotransferasa de los aminoacidos ramificados; IvDH, alfa
isovalerato deshidrogenasa; Kas, beta-cetoacil sintasa; ACL, proteina
acarreadora de grupos acilo; FAT, tioesterasa; DST, desaturasa; CS,
capsaicinoide sintasa. La flecha punteada representa reacciones por
caracterizar (Tomado de Vazquez-Flota et al., 2007).

Figura 1.5. Diagrama del disefio experimental para la realizacion del
trabajo. DPA, dias posteriores a la antesis; MS, medio de cultivo Murashige
y Skoog.

Figura 2.1. Secuencia del proceso de inmovilizaciéon. A) Corte del pericarpio
para realizar la extraccion del tejido placentario. B) Placenta aislada. C)
Placenta aislada sin semillas. D) Tejido placentario listo para inmovilizar. E)
Placentas embebidas en la solucion de alginato al 2.5%. F) Placentas
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cubiertas de alginato colocadas en CaCl, al 1% frio. G) Matraz conteniendo
las placentas inmovilizadas.

Figura 3.1. pH del medio de placentas inmovilizadas de chile habanero a lo
largo de un ciclo de cultivo. Los datos que se presentan son el valor
promedio de nueve muestras y las barras de verticales indican la desviacion
estandar.

Figura 3.2. Conductividad en el medio de placentas inmovilizadas de chile
habanero durante un ciclo de cultivo. Los datos corresponden al valor
promedio de nueve muestras y las barras verticales indican la desviacion
estandar.

Figura 3.3. Viabilidad de las placentas inmovilizadas de chile habanero a lo
largo de un ciclo de cultivo. Los datos representan el valor promedio de seis
placentas y las barras verticales corresponden a la desviacion estandar.

Figura 3.4. Analisis cromatografico de placentas cultivadas y el medio de
cultivo residual. A) Estandares de capsaicina (1) y dihidrocapsaicina (2); B)
extracto de placenta en el dia cero de cultivo; C) extracto de placenta en el
dia nueve del cultivo; D) medio de cultivo del dia cero y E) medio de cultivo
del dia nueve.

Figura 3.5. Contenido de capsaicinoides totales (capsaicina +
dihidrocapsaicina) en placentas inmovilizadas. Los datos corresponden al
valor promedio de tres repeticiones y las barras verticales, a la desviacion
estandar.

Figura 3.6. Aspecto del tejido placentario de chile habanero a lo largo de un
ciclo de cultivo. A) En el dia cero y B) en el dia nueve. Las imagenes
representan micrografias electronicas de barrido, con acercamientos de 50
y 100 um, respectivamente (Fotos: Lizbeth Castro-Concha).

Figura 3.7. Contenido de capsaicinoides (capsaicina + dihidrocapsaicina)
liberados al medio por placentas inmovilizadas a lo largo de un ciclo de
cultivo. Los valores corresponden al promedio de tres repeticiones y las
barras verticales, a la desviacion estandar.

Figura 3.8. Actividad de la GDH-NADH en placentas inmovilizadas durante
un ciclo de cultivo. Los datos corresponden al valor promedio de tres
repeticiones y las barras verticales, a la desviacion estandar.
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Figura 3.9. Aspecto de chiles habaneros durante el periodo post-cosecha.
A) Dia cero. B) Dia uno. C) Dia tres. D) Dia cinco. E) Dia siete. Las
condiciones bajo las cuales se encontraron expuestos fueron de fotoperiodo
de 16 h luz/ 8 h oscuridad a 25°C.

Figura 3.10. Actividad de la GDH-NADH en placentas provenientes de
frutos frescos analizadas durante un periodo de siete dias. Los datos
corresponden al valor promedio de tres repeticiones y las barras verticales,
a la desviacion estandar.

Figura 3.11. Actividad de la enzima GDH-NAD" en placentas inmovilizadas
durante un ciclo de cultivo. Los datos corresponden al promedio de tres
repeticiones y las barras verticales, a la desviacién estandar.

Figura 3.12. Actividad de la GDH-NAD" en placentas provenientes de frutos
frescos analizadas durante un periodo de siete dias. Los datos
corresponden al promedio de tres repeticiones y las barras verticales, a la
desviacion estandar.

Figura 3.13. Cociente entre las actividades de GDH-NADH/GDH-NAD" en
cultivo in vitro de placentas inmovilizadas.

Figura 3.14. Relacion entre las actividades de GDH-NADH/GDH-NAD" en
placentas provenientes de frutos frescos analizadas durante un periodo de
siete dias.

Figura 3.15. Actividad de la GS en placentas inmovilizadas durante un ciclo
de cutlivo. Los datos corresponden al promedio de tres repeticiones y las
barras verticales corresponden a la desviacion estandar.

Figura 3.16. Actividad de la GS en placentas provenientes de frutos frescos
analizadas durante un periodo de siete dias. Los datos corresponden a tres
repeticiones y las barras verticales, a la desviaciéon estandar.

Figura 3.17. Actividad de la GOGAT-NADH en placentas inmovilizadas
durante un ciclo de cultivo. Los valores corresponden al promedio de tres
repeticiones y las barras verticales, a la desviacion estandar.

Figura 3.18. Actividad de la GOGAT-NADH en placentas provenientes de
frutos frescos analizadas durante un periodo de siete dias. Los valores
corresponden al promedio de tres repeticiones y las barras verticales
corresponden a la desviacion estandar.
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Figura 3.19. Comparacion de actividades enzimaticas en hojas maduras,
hojas de plantulas y raices de plantulas. Los datos corresponden a tres
repeticiones.

Figura 3.20. Concentracion de proteinas en placentas inmovilizadas
durante un ciclo de cultivo. Los datos corresponden al promedio de tres
repeticiones y las barras verticales, a la desviacién estandar.

Figura 3.21. Concentracién de proteinas en los medios a lo largo de un
ciclo de cultivo de placentas inmovilizadas. Los valores corresponden al
promedio de tres repeticiones y las barras verticales corresponden a la
desviacion estandar.

Figura 3.22. Concentracion de proteina en placentas provenientes de frutos
frescos analizadas durante un periodo de siete dias. Los datos
corresponden al promedio de tres repeticiones y las barras verticales, a la
desviacion estandar.

Figura 3.23. Contenido de amonio en placentas inmovilizadas durante un
ciclo de cultivo. Los valores corresponden al promedio de tres repeticiones y
las barras verticales a la desviacion estandar.

Figura 3.24. Contenido de amonio en medio de placentas inmovilizadas
durante un ciclo de cultivo. Los datos corresponden al promedio de tres
repeticiones y las barras verticales,a la desviaciéon estandar.

Figura 3.25. Contenido de amonio en placentas provenientes de frutos
frescos analizadas durante un periodo de siete dias. Los datos
corresponden al promedio de tres repeticiones y las barras verticales, a la
desviacion estandar.

Figura 3.26. Contenido de aminoacidos en placentas inmovilizadas durante
un ciclo de cultivo. Los datos corresponden al promedio de tres repeticiones
y las barras verticales, a la desviacion estandar.

Figura 3.27. Contenido de aminoéacidos en los medios de placentas
inmovilizadas durante un ciclo de cultivo. Los valores corresponden al
promedio de tres repeticiones y las barras verticales, a la desviacion
estandar.

Figura 3.28. Contenido de aminoacidos en placentas provenientes de frutos
frescos analizadas durante un periodo de siete dias. Los datos
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corresponden al promedio de tres repeticiones y las barras verticales, a la
desviacion estandar.

Figura 3.29. Modelo tedrico que explica los eventos que se encontraron
durante el analisis llevado a cabo.1. Incremento intracelular de amonio,
disminucion de la actividad de GDH desaminativa. 2. Incremento de GS y
GDH aminativa. 3. Disminucién de GDH aminativa, baja concentraciéon de
amonio, se eleva la concentracion de aminoacidos y capsaicinoides, asi
como la actividad de GOGAT. 4. GS y GOGAT se acoplan como ciclo.

xiii
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Resumen

Entre los mecanismos que disponen las plantas para asimilar
amonio, se encuentran el ciclo glutamino sintetasa/glutamato sintasa y la
enzima glutamato deshidrogenasa. Pocos estudios se han realizado sobre
estas enzimas y su relacion con la sintesis de metabolitos secundarios que
incluyen nitrégeno. El chile habanero constituye un modelo ideal, ya que
sintetiza a los capsaicinoides a partir de aminoacidos, los cuales se
acumulan en la placenta del fruto, dandole su sabor picante. Por ello, el
objetivo del trabajo fue cuantificar la actividad enzimatica de las enzimas
involucradas en la asimilacion del amonio en placentas de chile habanero
(Capsicum chinense Jacq.), inmovilizadas en alginato.

A largo del analisis, se pudo apreciar que el dia de mayor actividad
de la GDH fue el tercero, coincidiendo con el de mayor acumulacién de
amonio en el tejido. Mientras que el pico de actividad de la GS coincide con
la mayor acumulaciéon de amonio en el medio (dia cinco), lo que indica que
la GDH participa en la destoxificacion del amonio intracelular, mientras que
la GS participa principalmente en la asimilacion del mismo. El hecho de
encontrar una elevada actividad de la GS en comparacion con la de GDH,
apunta a concluir que la via principal por la cual las placentas asimilan
amonio es a través del ciclo GS-GOGAT.

Se determind que la concentraciéon de capsaicinoides fue baja en el
tejido placentario, y ademas, que la cantidad de vesiculas intactas que los
almacenan disminuye a lo largo del ciclo de cultivo, lo que podria explicar su
aumento en el medio de cultivo.

Los datos obtenidos apuntan a la conclusién de que las placentas
podrian ser capaces de elaborar sus propios precursores, basados en la
demostracion de la funcionalidad de las enzimas involucradas en la
asimilacion de amonio, siendo éste el primer reporte sobre estudios hechos
en este tejido con respecto al manejo de nitrégeno para la sintesis de los
precursores de los capsaicinoides en chile habanero.
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Abstract

Plants incorporate ammonia into organic molecules, via two
pathways: the glutamine synthetase/glutamate synthase cycle and
glutamate dehydrogenase. Few studies have been published on these
enzymes and their relationship to the synthesis of secondary metabolites
that include nitrogen in their structure. Habanero pepper is an ideal
experimental model, since it synthesizes capsaicinoids from amino acids,
and accumulates them in the placental tissue in the fruit. Capsaicinoids are
responsible of pungency in peppers. Therefore, the objective of this work
was to determine the activity of the enzymes involved in ammonia
assimilation in placental tissues of habanero pepper (Capsicum chinense
Jacq.).

In the course of analysis, a major peak of GDH activity was detected
on the third day of culture, which coincided with the point of higher ammonia
accumulation in the tissue. Furthermore, the peak of maximal GS activity
occurred at the same time that ammonia concentration was the highest in
the culture medium (day five). These results suggest that GDH may be
involved in intracellular ammonia detoxification, whereas GS is the main
ammonia assimilation pathway.

The capsaicinoids concentration was low in the placental tissue in in
vitro cultures, as well as the number of intact vesicles where they are
accumulated. These results could explain the high amounts of capsaicinoids
found in the culture medium.

Finally, the data presented in this study suggest that in the placental
tissue of habanero peppers, the enzymes involved in ammonia assimilation
are functional, and thus, can provide precursors for the synthesis of amino
acids and finally, capsaicinoids. To our knowledge, this is the first report on
studies made in placental tissues regarding the nitrogen flux for the
synthesis of the building blocks for capsaicinoids in habanero pepper.
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Introduccion

Los estudios encaminados a entender la regulacion en la toma de
nitrégeno inorganico y su incorporaciéon a moléculas organicas,
recientemente se han incrementado, siendo la principal razén de este
aumento el de permitir un mejor conocimiento a nivel molecular sobre el
manejo del nitrogeno, que redundara en un manejo preciso y sin dispendios
de los fertilizantes para incrementar el contenido de proteina en muchos
cultivos. Avances en los estudios biotecnoldgicos y moleculares de plantas,
combinados con los fisiolégicos y bioquimicos, han permitido conocer a
mayor profundidad los mecanismos regulatorios que controlan los primeros
pasos en la asimilacién de nitrégeno inorganico, y las subsecuentes rutas
bioquimicas involucradas en proveer de este elemento a las plantas.

Las plantas pueden utilizar al nitrato y el amonio como fuentes
externas de nitrégeno, siendo el amonio la molécula necesaria para la
sintesis de compuestos organicos. Este compuesto también puede
producirse a través de reacciones metabdlicas internas, tales como la
fotorrespiracion, la conversién de aminoacidos y la hidrélisis de compuestos
que contienen nitrégeno.

Para poder incorporar el amonio a compuestos organicos,
principalmente aminoacidos, las plantas disponen de dos mecanismos
enzimaticos. Por un lado, se encuentra el ciclo glutamino
sintetasa/glutamato sintasa (GS/GOGAT), identificado como la via principal
por la que las plantas asimilan el amonio proveniente de la toma y la
reducciéon de nitrato, asi como el liberado en los distintos procesos
fisiolégicos, y por el otro, se encuentra la via de la glutamato
deshidrogenasa (GDH), que aunque al principio era considerada la Unica via
de asimilacién de amonio, después del descubrimiento de GOGAT, se ha
cuestionado la importancia de su papel en este proceso. Sin embargo, se ha
observado que bajo algunas circunstancias, como por ejemplo: condiciones
de estrés y de altos niveles de amonio intracelular, la enzima puede realizar
esta funcién asimilatoria, y en condiciones donde existe una deficiencia de
esqueletos carbonados, la enzima realiza la reaccion catabdlica para poder
proveer de éstos a las células.

El metabolismo del nitrégeno esta estrechamente relacionado al
metabolismo del carbono. El nitrégeno inorganico es necesario en los
tejidos fotosintéticos para permitir que los carbohidratos sean utilizados en
el crecimiento y la fotosintesis, mientras que en aquéllos no fotosintéticos,
la ruptura de los carbohidratos provee de agentes reductores, ATP y



esqueletos carbonados que soportan la asimilacion de nitrégeno inorganico
y la sintesis de metabolitos que contienen nitrégeno.

El metabolismo primario es una fuente importante de precursores
para la sintesis de metabolitos secundarios, los cuales tienen un amplio
rango de funciones en el metabolismo, la sefializacion y la defensa contra
diversos tipos de estrés, tanto biético como abiético. Estos metabolitos
generalmente son sintetizados y acumulados en diversos 6érganos de la
planta (Fritz et al., 2006).

Estudios realizados en tabaco han permitido resaltar la importancia
de la relacion entre la respuesta del metabolismo secundario con la
disponibilidad de metabolitos primarios, ya que las deficiencias en el
metabolismo de carbono trajeron consigo una disminucién en el
metabolismo nitrogenado, y por tanto, la acumulacion de nicotina en esta
planta fue menor en comparaciéon con aquéllas que mantenian sus rutas
metabdlicas en buenas condiciones (Fritz et al., 2006).

Los frutos de las plantas del género Capsicum tienen la capacidad
de sintetizar metabolitos secundarios llamados capsaicinoides, los cuales se
originan a partir de aminoacidos y se almacenan en el tejido placentario.
Estudios donde se aplican fertilizantes nitrogenados a plantas de Capsicum
annuum demostraron que existe una relaciéon estrecha entre la cantidad de
nitrégeno disponible y la acumulaciéon de estos metabolitos (Johnson &
Decoteau, 1996). Adicionalmente, en placentas inmovilizadas cultivadas in
vitro de Capsicum frutescens se ha observado que el tejido placentario
inmovilizado mantiene la capacidad de produccion de los capsaicinoides,
siempre y cuando se les provean de diferentes fuentes nitrogenadas
(Sudhakar-Johnson et al., 1990). Sin embargo, ain no se han realizado
estudios en este tejido para evaluar si éstos tienen la capacidad de
sintetizar y acumular los precursores provenientes del metabolismo
primario.

Dada la necesidad de entender cémo el tejido placentario puede
sintetizar capsaicinoides a partir de fuentes inorganicas de nitrégeno, el
objetivo del trabajo fue determinar la actividad de las enzimas involucradas
en su metabolismo primario, haciendo uso de un cultivo in vitro de placentas
inmovilizadas de chile habanero (Capsicum chinense Jacq.), una planta muy
importante para el Estado de Yucatan, y asi demostrar que estas enzimas
se encuentran funcionales para proveer de precursores al tejido placentario
para su posterior conversion en capsaicinoides.



Capitulo 1

Antecedentes

1.1. Nitrégeno

El nitrogeno es el cuarto elemento mas abundante en los
organismos vivos. Constituye menos del 0.1% de la corteza terrestre y el
80% en la atmodsfera, mayormente en forma de dinitrégeno. Aunque existe
una aparente disparidad en estos contenidos, la gran masa de la corteza
terrestre tiene una mayor cantidad de atomos de nitrégeno, siendo
aproximadamente 50 veces superior al encontrado en la atmésfera (Miller &
Cramer, 2004).

Mucho del nitrégeno utilizado por los seres vivos es tomado de una
poza de compuestos nitrogenados disponibles en el subsuelo, que han sido
previamente usados por otros organismos. Esta poza se ve complementada
por nuevos ingresos provenientes de reacciones quimicas, resultado de
eventos naturales, o de la actividad humana. La fijacion del nitrégeno
atmosférico es llevada a cabo por organismos procarioticos solamente.
Algunas bacterias fijadoras de nitrogeno son capaces de establecer
asociaciones simbidticas con las plantas, lo que les permite a éstas tener
una mayor disponibilidad de nitrégeno (Schubert, 1986; Crawford, 1995;
Lancien et al., 2000).

Este elemento comprende alrededor del 7% del total de la materia
seca de las plantas, y es un constituyente fundamental de los componentes
celulares, como son acidos nucleicos, aminoacidos, proteinas y pigmentos
fotosintéticos. Consecuentemente, la disponibilidad del nitrégeno tiene una
considerable influencia sobre el crecimiento de la planta (Bungard et al.,
1999; Inokuchi et al., 2002).

Dado que el nitrato es la principal fuente de nitrégeno para las
plantas, ellas destinan gran parte de sus reservas de carbono y energia
para su toma y asimilacién. El proceso inicia con la toma de nitrato hacia el
interior celular por accion de las células epidérmicas y corticales de la raiz.
Dentro del citoplasma, el nitrato puede ser transportado a la vacuola, donde
es almacenado a elevadas concentraciones, siendo la raiz, los tallos y las
hojas, los 6rganos principales de almacenamiento (Lancien et al., 2000;
Inokuchi et al., 2002). El nitrato también puede ser transportado a través del
xilema a grandes distancias y al no poderse incorporar directamente a los
compuestos organicos, requiere ser reducido a amonio (Crawford, 1995).
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La asimilacion de nitrato permite a las plantas obtener la mayoria
del nitrégeno reducido que necesitan (Bungard et al., 1999; Inokuchi et al.,
2002; Forde & Lea, 2007). Para hacerlo, combinan la accién de las enzimas
nitrato reductasa (NR, EC 1.6.6.1) y nitrito reductasa (NiR, EC 1.7.7.1), las
cuales catalizan la reduccion de nitrato a nitrito y de éste a amonio,
respectivamente (Schubert, 1986).

Otra manera de obtener amonio es a través de los transportadores,
que pueden llevar a cabo una absorcioén directa del amonio cuando este ién
esta disponible en el suelo, o bien bajo condiciones ambientales
particulares, como en los arrozales o los suelos forestales acidos. El amonio
también puede ser generado dentro de la planta por una variedad de
procesos metabdlicos, como la fotorrespiracién, el metabolismo de
fenilpropanoides, la utilizacion de los compuestos nitrogenados de
transporte, el catabolismo de aminoacidos, del nitrégeno fijado
simbidticamente y de la digestion de insectos, en el caso de plantas
carnivoras (Dubois et al., 2003).

Independientemente de la forma en que se produce, el amonio es
convertido a formas organicas por diferentes procesos enzimaticos. Asi, la
glutamino sintetasa (GS, EC 6.3.1.2) incorpora amonio en la glutamina, que
después dara lugar al glutamato por accion de la glutamato sintasa
(GOGAT, EC 1.4.1.13). Por su parte, la glutamato deshidrogenasa (GDH,
EC 1.4.1.2) forma directamente glutamato. Estos aminoacidos sirven
subsecuentemente como donadores de nitrégeno para la sintesis de otros
aminoacidos (Bungard et al., 1999; Inokuchi et al., 2002; Forde & Lea,
2007).

1.2. Asimilacién de amonio

Durante mucho tiempo se asumié que la asimilacién de amonio en
plantas era realizada por la enzima glutamato deshidrogenasa (GDH), como
se habia descrito en bacterias. No obstante, la asignaciéon de esta funcién
en plantas empezo a ser cuestionada después del descubrimiento del ciclo
de la glutamino sintetasa/glutamato sintasa (GS/GOGAT) (Aubert et al.,
2001; Dubois et al., 2003).

El ciclo GS/IGOGAT (Fig. 1.1) es la via preferencial por la que se
asimila al amonio, ya que la GS, a diferencia de la GDH, tiene una alta
afinidad por este ion, con base en su constante de Michaelis y Menten. Esta
constante indica la velocidad de la enzima en el reconocimiento de su
sustrato, su unién a él, y de esta manera, formar el producto. La GS tiene
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una constante de Michaelis y Menten de 3 - 5 M, esto es mil veces mayor
que la de la GDH (Km = 10 a 80 mM), por lo que puede operar a
concentraciones bajas de amonio en las células vivas (Cruz et al., 2004,
Lehninger, 2005; Kaur et al., 2006).

NH,

(Glutamina sintetasa)

Glutamina Glutamato H;

(Glutamato ><sn ntasa)

Metabolismo  —— = 3. oxoglutarato GLUTAMATO ————  2- oxoglutarato

del Carbono
Amino>—&Transferasa (Glutamato deshidrogenasa)

Aminoacidos 2- oxo acidos

Figura 1.1. Rutas de asimilacion de amonio. EI amonio incorporado es
tomado por la glutamino sintetasa para la formacién de la molécula de
glutamina, que posteriormente recibe la glutamato sintasa formando dos
moléculas de glutamato La glutamato deshidrogenasa, una amino
transferasa, realiza la reaccion de aminacién o desminacién para obtener
glutamato o un oxo-acido perteneciente al metabolismo del carbono.

En este ciclo, la GS cataliza la incorporacion de amonio mediante el
consumo de ATP para la formacion de glutamina, usando glutamato como
sustrato. En plantas existen dos isoenzimas, una presente en el citosol
(GS1), y la otra, en el cloroplasto (GS2), que son productos homologos de
distintos genes nucleares (Paczek et al., 2002; Dubois et al., 2003; Forde &
Lea, 2007).

Las proteinas de GS estan compuestas por mas de ocho
subunidades, con masas moleculares entre 320 y 380 kDa, dependiendo de
su composicion oligomérica. En Arabidopsis, las subunidades de GS1
presentan una masa molecular de 40 kDa, mientras que las de GS2 de 44
kDa (Ishiyama et al., 2004). En maiz, se ha caracterizado la isoenzima
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GS1a, de 440 kDa, que cuando se le depleta de metales o substratos,
presenta una masa molecular de 398 kDa. Esta masa molecular
corresponde a una estructura decameérica, formada por dos anillos de cinco
pentameros (Unno et al., 2006).

La GS2 se expresa mayormente en los cloroplastos de las hojas, y
funciona de manera primaria en la asimilacion del amonio formado a partir
de la reduccion de nitrato en estos mismos organelos, asi como en la
reasimilacion del amonio liberado durante la fotorrespiracion. La GS1 se
expresa en varios 6rganos de la planta, como son las raices, los nédulos,
los cotiledones y las hojas senescentes, para asimilar el amonio absorbido
del suelo (Ishiyama et al., 2004; Texeira et al., 2005), el obtenido de la
reduccién del nitrato en las raices, asi como el derivado de la fijacion de
nitrégeno en los nédulos de las leguminosas (Fei et al., 2006; Canovas et
al., 2007).

La glutamina, sintetizada por GS, es utilizada por la glutamina 2-
oxoglutarato aminotransferasa (GOGAT), la cual realiza la transferencia
reductiva del grupo amida de la glutamina al alfaa-cetoglutarato para dar
lugar a la formacién de dos moléculas de glutamato (Fig. 1.1) (Tobin &
Yamaya, 2001).

Las dos principales isoenzimas de la GOGAT en plantas superiores
son la dependiente de ferredoxina (Fdx-GOGAT), que se encuentra
principalmente en los organismos fotosintéticos, y la dependiente de
NAD(P)H, que ademas se encuentra en bacterias. Ambas isoenzimas en
plantas estan localizadas en los plastidos (Tobin & Yamaya, 2001).

Lea y Miflin reportaron que estas isoenzimas son dos proteinas
diferentes. La Fd-GOGAT representa el 1% de la proteina total de la hoja, y
en arroz, se ha observado que se compone de dos subunidades de 115 kDa
cada una, mientras que en otras plantas la enzima es monomérica, con
masas moleculares entre 145 y 180 kDa. Por otro lado, la NADH-GOGAT de
raices de arroz es un monémero con una masa molecular entre 196-200
kDa (Lea & Miflin, 2003).

De manera adicional, el amonio puede ser incorporado directamente
al alfaa-cetoglutarato mediado por la enzima glutamato deshidrogenasa
(GDH). Esta enzima también puede realizar la reaccion catabdlica para la
obtencién de amonio libre y esqueletos carbonados a partir de glutamato. La
GDH tiene una Km para amonio muy alta (10 a 80 mM), lo que cuestiona su
papel en la asimilacién primaria de amonio, por lo que se le ha relacionado
con la reasimilaciéon de amonio proveniente de la fotorrespiracion y el
catabolismo de glutamato (Kaur et al., 2006; Debouda et al., 2007).
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La GDH de plantas se encuentra en las mitocondrias, esta
compuesta de dos subunidades polipeptidicas alfa y beta, de 43 y 42.5 kDa,
respectivamente. La enzima funcional esta formada por la agrupacién de
estas subunidades formando un complejo hexamérico que da como
resultado la existencia de 7 isoenzimas (Loulakakis & Roubelakis-Angelakis,
1996; Purnell & Botella, 2007).

1.3. Asimilacion de amonio en frutos

El proceso de maduracién de frutos involucra una serie de eventos
metabdlicos coordinados, que alteran su anatomia, bioquimica, fisiologia y
expresion genética (Paran & Van Der Knapp, 2007). Estas alteraciones
afectan sus caracteristicas organolépticas, como son el color, el sabor y la
textura. La expresion de genes especificos y la subsecuente sintesis de
enzimas son eventos fundamentales en el proceso de maduracion
(Loulakakis et al., 1994; Paran & Van Der Knapp, 2007).

Al igual que en la senescencia foliar, ademas de la regulacion de
grupos de genes involucrados en si en el proceso, se requiere de la
activacion de otro grupo de genes relacionados con la removilizaciéon de
nitrégeno y otros nutrientes importantes a érganos de almacenamiento o
partes mas jovenes de la planta. La principal fuente de nitrégeno en esta
etapa proviene de la hidrélisis de proteinas, que es traslocado como el
grupo amida de la glutamina o la asparagina (Brady, 1987; Loulakakis et al.,
1994).

Durante la maduraciéon de frutos de aguacate, los perfiles de las
actividades especificas de la GDH y la GS muestran que la primera se
incrementa alrededor de cuatro veces en los 6 a 8 dias posteriores a la
colecta. A este incremento en la actividad de GDH-NADH, le sigue un
aumento en la produccion de etileno, asi como en la respiracion,
alcanzando su maxima actividad cuando la firmeza de los frutos es casi nula
(mayor a 7 dias postcosecha). En contraste, la actividad especifica de la GS
disminuye, pero en una proporcion menor al incremento observado para la
GDH-NADH (Loulakakis et al., 1994). La variacion en la actividad especifica
de la GDH se reflej6 en cambios en el contenido de esta proteina. Este
incremento en la proteina de GDH esta correlacionado con la acumulacién
de ARNm, como se observd mediante la inmunoprecipitacion y los
productos de traduccion in vitro del transcrito. Por otro lado, hubo una ligera
disminucién en la deteccion de la proteina de GS; sin embargo, este cambio
fue demasiado pequeno para justificar los cambios en la actividad
enzimatica (Loulakakis et al., 1994).

i



Este estudio nos indica que existe una correlaciéon entre la actividad
de las enzimas con la cantidad de proteina sintetizada, y que durante el
proceso de maduracion, la enzima GDH juega un papel muy importante, ya
que se sintetiza en mayor cantidad favoreciendo, a su vez, un incremento
en la actividad de esta enzima.

Se ha demostrado que la acumulaciéon de los transcritos de GS1 y
GDH aumenta cuando el nitrégeno es removilizado en 6érganos senescentes
en plantas de tabaco y arroz, sugiriendo que ambas rutas juegan un papel
en el reciclaje de nitrégeno organico, liberado por la degradacion de las
proteinas (Masclaux et al., 2001).

En tomate, al analizarse las actividades enzimaticas de la GS y la
GDH en frutos inmaduros y maduros se observé que la actividad de GS
estaba presente en los frutos verdes, mas no asi en los frutos maduros
(Boggio et al., 2000). En dicho estudio, la actividad de la GDH present6 un
patrén opuesto. Al realizar los estudios de Western blot, se pudo constatar
que no solo las actividades presentaban tendencias contrarias, sino también
los niveles de proteina, esto es que, la proteina de GS se encontré en frutos
verdes, mientras que el nivel proteico de GDH se incrementaba
considerablemente durante el proceso de maduracion (Boggio et al., 2000).

Las diferencias entre los patrones reportados en la actividad y
niveles de expresion en aguacate y tomate, nos sugiere que los cambios
observados son especie-especificos como reporté Masclaux en 2001.

El metabolismo primario de nitrégeno es muy importante para las
plantas, ya que a partir de él, se sintetizan aminoacidos necesarios para la
biosintesis de moléculas de vital importancia, como son las proteinas y
compuestos derivados del metabolismo secundario. La diversidad de
compuestos nitrogenados en los organismos vivos y la diferencia entre la
forma de regulacion observada a través de los diferentes estudios que se
han realizado, permiten resaltar la importancia de continuar el estudio del
comportamiento de las enzimas involucradas en estas vias con el fin de
tener un mejor control tanto de la produccion de estos compuestos, como de
los fertilizantes aplicados a cultivos de interés comercial.

1.4. El chile

El género Capsicum incluye un promedio de 25 especies (Fig. 1.2),
y tiene su centro de origen en las regiones tropicales y subtropicales de
América (Cazares-Sanchez et al., 2005).
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Figura 1.2. Diversidad de frutos del género Capsicum.

En Meéxico, el chile es una de las hortalizas de mayor tradicién, al
formar parte de la dieta alimentaria de miles de mexicanos. El chile
habanero se produce casi exclusivamente en la peninsula de Yucatan
(Cazares-Sanchez et al., 2005; Pino et al., 2007).

El cultivo del chile se remonta a miles de afios y ha trascendiendo
hasta nuestros dias, de tal forma, que hoy se produce en todos los estados
de la Republica, encontrandose presente en casi todos los mercados, e
incluso ha traspasado las fronteras. Un ejemplo de esto es el consumo cada
vez mas frecuente de chile habanero en frituras entre los habitantes de
Japén.

Las principales especies que son cultivadas incluyen a C. annumm,
C. frutescens, C. baccatum, C. pubescens y C. chinense. Se ha propuesto
que estas especies y sus mas de 2000 cultivares se derivaron de entre tres
y cinco cultivares primarios (Vazquez-Flota et al., 2007).

1.5. Chile habanero
1.5.1. Descripcion morfologica

La planta de 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
coloracion violeta de los nudos, con una altura de 0.3 a 1.2 m dependiendo
de la variedad, posee cuatro ramas primarias y cuatro secundarias, y carece
de pubescencia, a veces puede estar cubierto de pelos o tricomas (Alpizar
etal., 2003).



La planta crece hasta una altura de 40 a 120 cm, tiene de dos a
cinco flores por ndédulo, con pedicelos generalmente declinantes, y en
ocasiones, erectos. Los colores mas comunes de la corola son amarillo
verdoso o blanco verdoso, mientras que las anteras son azules (Cano,
2003).

El fruto se caracteriza por su sabor y aroma caracteristicos, asi
como por su forma acampanada; es una baya hueca formada por dos o
hasta ocho carpelos. Las paredes que los separan son incompletas, y en la
parte apical del fruto, se unen para formar unas estructuras membranosas
que comunmente se denominan venas. La pared del fruto o pericarpio
incluye la epidermis, que junto con las células del colénquima, forma una
cascara fina, pero resistente.

El mesocarpio es un tejido carnoso de parénquima con cristales o
cromoforos amarillos, naranjas, rojos o0 morados. El endocarpio se forma de
una o pocas capas de ceélulas, mucho mas pequefas que las del
mesocarpio y de paredes mas gruesas. La placenta es de color blanco
amarillento y se inserta en la base del fruto, quedando suspendida
libremente dentro de la cavidad interna. En la misma base, se une a las
paredes membranosas que dividen parcialmente a los carpelos.

La placenta es de forma irregular y apariencia esponjosa con mucha
variacién en tamarno, el cual al parecer guarda poca relacion con el tamafo
del fruto. Este tejido es muy importante, porque en esta parte del fruto se
sintetizan los capsaicinoides, alcaloides responsables del picor del chile
habanero (Vazquez-Flota et al., 2007).

Las dimensiones de los frutos en promedio son: 3.5 cm de largo, 3.7
cm de ancho y 3 mm de grosor de pericarpio. El color de los frutos en
estado inmaduro es verde, debido a la presencia predominante de clorofilas,
mientras que el color del fruto maduro esta determinado principalmente por
la presencia de dos tipos de pigmentos: los carotenoides y las antocianinas,
cuya combinacion en diferentes proporciones da lugar a que en el fruto se
aprecien las diferentes tonalidades que pueden variar de amarillo a rojo,
pasando por distintas tonalidades de naranja (Gonzalez-Salan & Orellana-
Polanco, 2005).

1.5.2. Picor
El chile habanero se considera uno de los chiles mas picantes del

mundo por su alto contenido de capsaicinoides, cuyos valores pueden
fluctuar de 150,000 a 350,000 unidades Scoville.
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El picor es la sensacion de calor que producen los chiles debido a la
presencia de los capsaicinoides, cuya acumulacion esta influenciada por el
genotipo, las practicas de cultivo y el medio ambiente. Los dos
capsaicinoides responsables del 90% del picor en el chile habanero son la
capsaicina y la dihidrocapsaicina (Cazares-Sanchez et al., 2005; Nufez-
Palenius y Ochoa-Alejo, 2005).

La capsaicina se encuentra principalmente en la placenta del fruto,
tejido al que se encuentran adheridas las semillas (Kim et al., 2001; Blum et
al., 2003). Ademas de la capsaicina, los chiles contienen otro producto de
valor industrial, el pigmento rojo. Ambos productos se obtienen al extraer la
oleoresina del fruto (Kim et al., 2001).

El método tradicional para calcular el picor es determinando el valor
reciproco de la dilucion maxima que permita detectar picante
organolépticamente por catadores humanos. El resultado se expresa en
unidades Scoville (uS), en honor del inventor del método, Wilbur Scoville.
En la actualidad, esta prueba organoléptica ha sido reemplazada por
métodos instrumentales. El método mas utilizado es la cromatografia liquida
de alta resolucién (HPLC). Este analisis provee seguridad y eficiencia en la
determinacién del contenido y tipo de capsaicinoides presentes en una
muestra. Hoy dia, se acepta que 15 unidades Scoville equivalen a una ppm
de capsacinoides (Cazares-Sanchez et al., 2005).

Capsicum chinense se caracteriza por sus altos contenidos de
capsaicina, tipicamente del 2%, equivalente a 300,000 unidades Scoville. El
cultivar Red Savina Habanero fue, durante mucho tiempo y sin discusion, el
chile mas picante, alcanzando un contenido de capsaicina del 3.7%, o
560,000 uS (Katzer, 2003).

1.5.3. Industrializacion y comercializacion

El chile habanero se puede comercializar en fresco; de hecho, en
Yucatan existen tres empacadoras de este producto: La Hacienda Tropical
Fruits, Kuman y Productos Agroindustriales (Hortimaya), desde donde se
envia al mercado local y de exportacion. Estas empresas también
industrializan parte de la cosecha que reciben, produciendo salsas y pasta,
que envian a diferentes plantas del extranjero o del territorio nacional,
donde la emplean para la elaboracion de salsas o para la extraccion de
capsaicina. Los principales centros de distribucion de chile habanero en
fresco en Yucatan son la Central de Abasto de Mérida, el tianguis de la
Casa del Pueblo de Mérida y la Central de Abasto de Oxcutzcab. Entre las
empresas que industrializan el chile habanero en el Estado se destacan
tres: El Yucateco, La Anita, y Productos La Extra (AGRO, 2002).
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Con base en la organizacion productiva de los agricultores, se ha
registrado un aumento en el cultivo de chile habanero, ya que mientras en
2000 se tuvo una produccién de 94 ton, en 2007 se produjeron 139.81 ton
(OEIDRUS-YUCATAN).

Por lo que toca a la exportacion, los mercados de Estados Unidos,
Inglaterra, Canada, Belice, Japon, Iran y China han recibido mas de 155 mil
kilos de este producto en presentacion fresca, polvo, hojuelas, entero
deshidratado, pasta y ahumado, cantidad que pretenden elevar los
productores una vez que obtengan la denominacion de origen de su
produccion (AGRO, 2002).

1.5.4. Usos

El chile habanero es una hortaliza que cominmente se consume en
fresco. También se utiliza en la elaboracion de salsas; conservas en
vinagre, polvos y como repelente organico contra insectos o animales
dafinos en cultivos, asi como en la industria de armas de defensa personal.

En farmacia, extensas investigaciones sobre la capsaicina y la
respuesta fisiologica de la activacion quimica del receptor vainilloide tipo 1
(VR1) aseguran que es un agente efectivo en padecimientos de dolor
cronico, sobre todo en aquellos asociados con la espina dorsal, la artritis y
las neuropatologias diabéticas (Diaz et al., 2004; Stewart et al., 2005).

Se ha encontrado que la capsaicina estimula selectivamente y
destruye la sustancia P en ciertos nervios que terminan en la piel y las
membranas mucosas. En este sentido, trabaja como un antisensibilizante.
Este fendmeno ha sido observado en los sistemas cardiovascular y
respiratorio, donde hay una relacion entre el efecto que provoca la
capsaicina y la sustancia P. El descubrimiento de la efectividad de las
aplicaciones de la capsaicina al nervio dental para reducir la sustancia P
como un transmisor del dolor de la pulpa dental justifica el remedio antiguo
de emplear chiles picantes para el tratamiento de ese padecimiento
(Caterina et al., 1997; Diaz et al., 2004; Demirbilek et al., 2004; Stewart et
al., 2005).

Actualmente, existen en el mercado cremas que contienen
capsaicina, que ayudan a reducir el dolor causado por herpes, es decir, la
capsaicina es utilizada como un analgésico auxiliar (Caterina et al., 1997,
McCleane, 2000; Diaz et al., 2004).

Ademads, se aplican cremas directamente a la piel como una
alternativa para aliviar el dolor en el tratamiento de reumas, artritis y
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osteoartritis. Por ejemplo, la crema Menthacin Arthritic Pain Relief producida
por la compania Mentholatum de Canada, combina la capsaicina y el mentol
para combatir el dolor artritico y al mismo tiempo, no presenta
complicaciones por el uso simultaneo de medicinas anti-inflamatorias libres
de esteroides (NSAIDS) (Caterina et al., 1997; McCleane, 2000; Diaz et al.,
2004).

Por otra parte, los estudios del chile como agente terapéutico contra
el cancer no cesan, ya que los antioxidantes que contiene reducen los
riesgos de esta enfermedad (Diaz et al., 2004; Stewart et al., 2005; Choi et
al., 2006).

Ademas, la capsaicina es también un agente reductor de los niveles
de colesterol. Estudios muestran que la capsaicina trabaja en dos puntos
para reducir estos niveles: incrementando la actividad de las enzimas
responsables del metabolismo graso y disminuyendo la cantidad de
colesterol absorbida en el cuerpo. La dihidrocapsaicina eleva los niveles de
lipoproteinas de alta densidad y disminuye las lipoproteinas de baja
densidad, retardando la formacion de depésitos en las arterias
(arterioesclerosis) (Diaz et al., 2004; Choi et al., 2006).

La capsaicina ayuda a la circulacion por sus efectos vasodilatadores
debido a que baja la presion sanguinea, reduciendo el riesgo de infartos
cardiacos (Hudges & Brain, 1994).

1.5.5. Biosintesis de capsaicinoides

Los capsaicinoides son responsables del picor en los chiles. Entre
las caracteristicas que los diferencian se encuentran: la longitud de la
cadena alifatica, la presencia o ausencia de dobles enlaces, el punto de
ramificacion y el nivel de picor. Todos se sintetizan a partir de la
vanillilamina y del acido 8-metil non-trans-6-enoico y se acumulan en una
especie de vesiculas localizadas en la epidermis (Fig. 1.3) (Zamski et al.,
1987; Alpizar et al., 2003; Blum et al., 2003; Diaz et al., 2004).
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Figura 1.3. Microfotografias de células epidérmicas (C) de cultivares
picantes (recuadros 1y 2) y no picantes (recuadro 3) de Capsicum annuum.
Se pueden observar abultamientos parecidos a ampollas en la superficie de
placentas de un cultivar picante (recuadros 1, 2). Cavidades subcuticulares
(Sc), asi como grietas también pueden discernirse. En el caso del cultivar no
picante, la placenta presenta una superficie lisa (recuadro 3). (Tomado de
Zamski et al., 1987).

La molécula de vanililamina es sintetizada en la via de los
fenilpropanoides, como propone Zenk (1965), con base en el trabajo
realizado en Vanilla planifolia para la biosintesis de vanillina. La
vainilllamina se forma mediante conversiones sucesivas de la fenilalanina
en los acidos trans-cinamico, cumarico, caféico y ferulico, por accion de las
enzimas fenilalanina amonio liasa (PAL), cinamato 4-hidroxilasa (Ca4H),
cumarato 3-hidroxilasa (Ca3H) y acido caféico metiltransferasa (COMT),
respectivamente. La vainillina es un intermediario tardio que es aminado por
accion de una transaminasa, dando lugar a la vainilllamina, la cual, por
accion de una aciltransferasa llamada capsaicinoide sintasa (CS), se
condensa con el derivado acil-graso para dar lugar a los capsaicinoides. Se
ha propuesto que el acido graso se puede formar a partir de la leucina o la
valina (Fig. 1.4) (Blum et al., 2003; Diaz et al., 2004; Cazares-Sanchez et
al., 2005; Vazquez-Flota et al., 2007).
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En el caso de C. annuum, los niveles de expresion en la placenta de
varios genes de la ruta de los fenilpropanoides (Pal, Ca4H y Comt) estan
positivamente relacionados con la acumulacién de capsaicina (Curry et al.,
1999). El gen codificante para la aminotransferasa que convierte la vainillina
en vainilllamina ha sido recientemente clonado, y su expresién en la
placenta se correlaciona con la acumulacién de capsaicinoides (Curry et al.,
1999; Kim et al., 2001).

La molécula ramificada de acidos grasos se deriva de la valina o la
leucina y su biosintesis fue descrita por Leete y Louden (Blum et al., 2003),
quienes llevaron a cabo pruebas con diferentes precursores de capsaicina
marcados, encontrando que la administracién de valina marcada con 'C a
los chiles producia tanto capsaicina como dihidrocapsaicina radiactivas.
Este resultado es consistente con la hipétesis de que la cadena lateral de
diez carbonos de la capsaicina se forma por la adicién de dos unidades de
carbono al isobutiril CoA, catalizada por el complejo &acido graso sintasa
(FAS). Hay tres genes candidatos que codifican para las subunidades de
este complejo, que aun no han sido clonadas (Curry et al., 1999; Kim et al.,
2001; Aluru et al., 2003). Ellos corresponden a la beta-cetoacil sintasa
(KAS), una proteina acil acarreadora (ACL) y una tioesterasa (FAT). La
expresion de estos genes es especifica de la placenta y la abundancia de
sus mensajeros esta correlacionada con el grado de picor (Aluru et al.,
2003).

Se ha sugerido que una clona de una acil transferasa (SB2-66) de
chile puede corresponder a la enzima capsaicinoide sintasa. SB2-66 se
expresa en chiles picantes en el momento de maxima acumulacién de
capsaicina, pero no lo hace en los chiles dulces o en aquellos en los que
aln no se acumula este compuesto (Kim et al., 2001). Esta clona ha sido
utilizada por Stewart y colaboradores para mapear la posicién de Pun1 en el
genoma y se ha observado que los niveles de expresion, asi como la
presencia o ausencia de este gen, estan relacionados con el nivel de picor
en las diferentes variedades del chile (Stewart et al., 2005).

Prassad y colaboradores en 2006 reportaron haber identificado y
caracterizado la actividad de la capsaicinoide sintasa, asi como del gen que
la codifica (csy 1) en diferentes variedades de chile con niveles de picor
variables. Este trabajo puso en evidencia la idea de que el gen Punt fuera
el responsable de controlar los niveles de picor era errénea (Stewart et al.,
2005). Sin embargo, los autores de este trabajo se retractaron en un
comunicado en 2008, mencionando que la secuencia del gen aislado
presentaba homologia con una proteina cinasa que aparecio en un reporte
posterior a su publicacion (Prasad et al., 2006; Prasad et al., 2008). Por lo
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que aun no se identificado a esta enzima y Pun1 sigue siendo la alternativa
para identificar a la capsaicinoide sintasa (Stewart et al., 2007).
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Figura 1.4. Ruta propuesta para la biosintesis de los capsaicinoides en el
género Capsicum. PAL, fenilalanina amonio liasa;, Ca4H, acido cinamico 4
hidroxilasa; Ca3H, cumarato 3 hidroxilasa; COMT, é&cido cafeico O-
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metiltransferasa; pAMT, presunta amino transferasa de la vainillilamina;
BCAT, aminotransferasa de los aminoacidos ramificados; IvDH alfa
isovalerato deshidrogenasa; Kas, beta-cetoacil sintasa; ACL, proteina
acarreadora de grupos acilo; FAT, tioesterasa; DST, desaturasa; CS,
capsaicinoide sintasa. La flecha punteada representa reacciones por
caracterizar (Tomado de Vazquez-Flota et al., 2007).

Diversos estudios han demostrado que la variacion en los niveles de
picor puede ser atribuida a diferencias genotipicas o a condiciones medio
ambientales (Zewdie & Bosland, 2000), entre las que se encuentran la
disponibilidad de nutrientes, agua y temperatura (Johnson & Decoteau,
1996).

1.6. Metabolismo secundario y cultivo de tejidos

Por muchos afios, las plantas han sido empleadas como fuente de
proteinas, carbohidratos y grasas o lipidos para la elaboraciéon de diversos
productos. Actualmente, se utilizan para la extraccion de otro tipo de
compuestos especializados denominados metabolitos secundarios. Estos
metabolitos pueden definirse como compuestos que no tienen un papel vital
en el desarrollo de la planta, pero que si tienen una importante actividad en
la relacion de la planta con su ambiente, ya que pueden ser empleados para
la atraccion de polinizadores, o como mecanismo de defensa contra los
depredadores. Su distribucion es mas restringida que la de los productos del
metabolismo primario, ya que pueden encontrarse en unas cuantas
especies, 0 aun mas, dentro de unas pocas variedades de la misma
especie. Su produccidbn es con frecuencia baja, y esto depende
principalmente de la especie que los sintetiza, asi como del estado
fisiolégico de la planta. Estos compuestos suelen ser acumulados en tejidos
especificos (Smetanska, 2008).

Muchas plantas que producen metabolitos secundarios de elevado
valor comercial son dificiles de cultivar, o la cantidad que se encuentra en
los tejidos es muy pequefa, por ello, el cultivo de tejidos ofrece una
alternativa para resolver este problema (Smetanska, 2008). Dentro de las
técnicas empleadas para incrementar la producciéon de metabolitos
secundarios, se encuentran la clonacion y la selecciéon de lineas altamente
productoras, asi como la identificacion de lineas mutantes que sobre-
expresan un producto en particular. La adicion de inductores biéticos y
abidticos es también una técnica muy socorrida para la obtencion de estos
compuestos. Actualmente, las técnicas de inmovilizacién celular han sido
empleadas para incrementar la produccion de ciertos metabolitos
secundarios (Thorpe, 2006).

17



Dentro del grupo de plantas que producen metabolitos secundarios,
se encuentran las del género Capsicum, cuyos frutos son el sitio de sintesis
y acumulacion de los capsaicinoides. La capacidad biosintética de células y
tejidos cultivados in vitro ha sido manipulada mediante la alteracion de la
organizacion de las suspensiones celulares a través de la inmovilizacién, la
reduccion de la velocidad de crecimiento como resultado de una baja
disponibilidad de nutrimentos y reguladores de crecimiento, la adiciéon de
precursores, la seleccion de lineas celulares y el uso de elicitores (Holden et
al., 1987).

Las células inmovilizadas de chile producen mas capsaicinoides en
comparacion con las suspensiones celulares tipicas; en ambos casos, estos
compuestos son liberados al medio de cultivo. El incremento en el contenido
de capsaicinoides es superior en los cultivos inmovilizados cuando se les
adicionan precursores, como la L-[U-"“C] fenilalanina y el 4cido isocaprico, o
cuando se reducen las concentraciones de los reguladores de crecimiento,
2,4-D y cinetina (Lindsey & Yeoman, 1984; Lindsey, 1986). Adicionalmente,
cuando se limita la disponibilidad de nutrimentos a los cultivos de células
inmovilizadas de Capsicum, se incrementa el contenido de capsaicina,
como se ilustra en aquellos experimentos donde las células fueron
cultivadas en un medio que contenia concentraciones reducidas de nitratos
y fosfatos, observandose la incorporacién de [U-'“C] fenilalanina en las
proteinas, asi como también en las moléculas de capsaicina. La toma de
fenilalanina fue mucho mas rapida en células desprovistas de nutrimentos,
que en las células control que contenian un medio completo (Lindsey, 1985;
1986).

La adicion de acido ferdlico y vainillilamina, dos intermediarios en la
ruta de los fenilpropanoides a cultivos de células inmovilizadas de C.
frutescens, revelé que estos compuestos fueron convertidos en vanillina y
capsaicina, respectivamente (Sudhakar-Johnson et al., 1996).

Estudios realizados en cultivos de callos, y en comparacion con
frutos de Capsicum, demostraron que los pasos finales en la via de sintesis
requieren de la diferenciacion en el tejido (Ochoa-Alejo & Gémez-Peralta,
1993). Ademas de los andlisis realizados, se han llevado a cabo otros
estudios que incluyen la comparacion de placentas inmovilizadas con
suspensiones celulares, en donde se ha reportado un mayor potencial del
tejido placentario para sintetizar capsaicinoides con respecto a las
suspensiones celulares (Sudhakar-Johnson et al., 1990).
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1.7. Justificacion

Los chiles son populares como aditivos de alimentos en muchas
partes del mundo, valorados por sus atributos sensoriales como son el
color, el picor y el aroma. En México, los chiles picantes representan una
identidad de tradicion y cultura, siendo el elemento que mejor ha
caracterizado a la cocina mexicana durante décadas. Su consumo esta
basado principalmente en su picor, que se debe a la presencia de un
conjunto de moléculas conocidas como capsaicinoides (Cazares-Sanchez et
al., 2005; Nafez-Palenius & Ochoa-Alejo, 2005).

La adicion de nitrégeno a las plantas de chile jalapefio (Capsicum
anuum L.) provoca un aumento en el contenido de capsaicina vy
dihidrocapsaicina en los frutos (Johnson & Decoteau, 1996). De igual forma,
en cultivos in vitro se ha observado que la adicion de diversos precursores
al tejido placentario inmovilizado favorece una mayor produccién de estos
compuestos; sin embargo, pocos estudios se han realizado para evaluar su
capacidad para proveer precursores primarios hacia la sintesis de
compuestos secundarios.

En este sentido y dado que actualmente no existen reportes sobre
el origen de los aminoacidos utilizados para la sintesis de los
capsaicinoides, es decir, no se conoce si éstos son producidos en la
placenta o si son transportados desde otros tejidos, asi como tampoco se
conoce el metabolismo de los aminoacidos en este tejido, se planted
estudiar el comportamiento de las enzimas y de las pozas de los sustratos
involucrados en el metabolismo primario de nitrégeno en placentas de chile
habanero (Capsicum chinense Jacq.) con el fin de determinar su papel en la
sintesis de aminoacidos, a partir de los cuales se formaran nuevos
compuestos, como es el caso de los capsaicinoides en esta especie.

1.8. Hipotesis

Si la disponibilidad de nitrégeno en el suelo tiene una influencia
directa sobre la produccion de capsaicinoides en las plantas de Capsicum
chinense Jacq., y dado que las placentas aisladas son capaces de sintetizar
estos compuestos al adicionarles sus precursores in vitro, entonces las
enzimas involucradas en el proceso de asimilacion de amonio para la
sintesis de sus precursores deben estar presentes y funcionales en este
tejido.
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1.9. Objetivo

Cuantificar la actividad enzimatica de las enzimas involucradas en el
metabolismo primario de nitrbgeno en placentas de chile habanero
(Capsicum chinense Jacq.).

1.10. Objetivos particulares

1. Determinar las actividades enzimaticas de la glutamato deshidrogenasa
aminativa (GDH-NADH) y desaminativa (GDH-NAD"), de la glutamino
sintetasa (GS) y de la glutamato oxoglutarato amino transferasa
(GOGAT), dependiente de NADH, en las placentas de chile habanero en
cultivo.

2. Cuantificar las pozas de proteinas solubles totales, amonio y
aminodcidos en las placentas inmovilizadas y medios de cultivo.

3. Determinar el contenido de capsaicinoides (capsaicina y
dihidrocapsaicina) en las placentas de chile habanero en cultivo.
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1.11. Disenio Experimental
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Figura 1.5. Diagrama del disefio experimental para la realizaciéon del
trabajo. DPA, dias posteriores a la antesis; MS, medio de cultivo Murashige
y Skoog.
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Capitulo 2

Materiales y métodos

2.1. Material biolégico

Los estudios de este trabajo se llevaron a cabo utilizando placentas
de chiles habaneros de 20 a 25 dias post antesis de un cultivo establecido
en invernadero, ubicado en el CICY variedad roja (SBR03). Las placentas
fueron inmovilizadas en alginato y luego colocadas en medio MS
(Murashige & Skoog, 1962) para su mantenimiento in vitro durante un
periodo de nueve dias. Se realizaron las diferentes determinaciones con
muestras tomadas los dias 0,1, 3,5,7y9.

De todos los experimentos se llevaron a cabo tres repeticiones, con
al menos tres réplicas en cada uno.

2.2. Desinfestacion del chile habanero

Los chiles recién cosechados se lavaron con una esponja y
detergente liquido, y se enjuagaron con suficiente agua corriente. Se hizo
un segundo lavado con una solucion de Extran al 5% en agua destilada con
agitacion durante 10 minutos. Al término de este tiempo, se enjuagaron con
abundante agua corriente y se les realiz6 un tercer lavado con una solucién
de Tween 80 en agua destilada estéril (6 gotas por litro), en agitacion
durante 10 minutos. Este lavado se realizd en la campana de flujo laminar
para mantener las condiciones de asepsia. Se enjuagaron en esta ocasion
con agua destilada estéril (2 veces) y se sumergieron en etanol al 80% en
agitacion durante otros 10 minutos, se enjuagaron con agua estéril 3 veces.
Posteriormente, se sumergieron en cloro comercial diluido (Cloralex 1:2 en
agua) durante 30 minutos en agitacién constante. Finalmente, se
enjuagaron con abundante agua estéril para eliminar completamente
cualquier olor residual a cloro.

2.3. Inmovilizaciéon de las placentas de chile habanero

Una vez desinfestados los chiles, con ayuda de pinzas y bisturi, se
procedié a extraer las placentas. Una vez extraido este tejido, se le
eliminaron las semillas procurando hacer el menor dafo posible.
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Las placentas aisladas se colocaron en una nueva caja de Petri, en
cuyo fondo se habia colocado un papel absorbente humedo para evitar la
deshidratacion del tejido. Una vez obtenida la cantidad requerida de tejido
placentario, se transfiri® a una solucién de alginato al 2.5 % y se agité
suavemente, procurando que todas las placentas quedaran completamente
embebidas en la solucién. Posteriormente, las placentas se tomaron una por
una, y se fueron colocando en una solucién de cloruro de calcio al 1% frio,
donde se mantuvieron en agitacion constante durante 2 horas. Al término de
este periodo, se enjuagaron las placentas ya inmovilizadas con suficiente
agua destilada estéril para eliminar el exceso de cloruro de calcio.

Finalmente, se depositaron 3 placentas inmovilizadas dentro de
cada matraz Erlenmeyer, que contenia 40 ml de medio MS (Murashige &
Skoog, 1962), sin fitorreguladores y 3% de sacarosa. Los matraces se
sellaron con aluminio y ligas, y se colocaron en un orbitador a 60 rpm, en un
cuarto de cultivo con luz continua (5000 lux) a 25 + 2°C y 70% de humedad
~ relativa, donde permanecieron hasta el momento del analisis.

Figura 2.1. Secuencia del proceso de inmovilizacién. A) Corte del pericarpio
para realizar la extraccion del tejido placentario. B) Placenta aislada. C)
Placenta aislada sin semillas. D) Tejido placentario listo para inmovilizar. E)
Placentas embebidas en la solucién de alginato al 2.5%. F) Placentas
cubiertas de alginato colocadas en CaCl, al 1% frio. G) Matraz conteniendo
las placentas inmovilizadas.
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2.4. Métodos

2.4.1. Obtencion del extracto enzimatico

El tejido congelado se pulveriz6 en un mortero hasta obtener un
material muy fino. Luego, se homogeneizé con un politrén durante 2 minutos
con el amortiguador de extracciéon: 50 mM Tris-HCI, pH 8.2, que contenia 2
mM CaCl,, 10 mM beta-mercaptoetanol, en una relacion 1:2.5 (p/v). El
homogeneizado se centrifugé a 20,400 x g durante 30 minutos. Todas las
manipulaciones se hicieron a 4°C. El sobrenadante, conteniendo el extracto
proteico total, se utilizd para las determinaciones enzimaticas y las pozas.

2.4.2. Determinacion de la actividad de la GDH-NADH

Para realizar esta determinacion, se siguié el método de Joy (1969),
modificado por Loyola-Vargas y Sanchez de Jiménez (1984).

Se utilizé la siguiente mezcla de reaccién para la determinacion:

Componentes [mM] final Volumen (ml)

Tris-HCL 100 c.bp 1.9 pH 8.2
Alfa-cetoglutarato 10 0.5 pH 7.0
Cloruro de amonio 100 0.5

NADH 0.16 0.1

Extracto proteico 0.01,0.02 y 0.03

Volumen total 3.0

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

La mezcla de reaccion se preincubd durante dos minutos a 30°C y
la reaccion se inicié al afadir el NADH (recién preparado). Se midio el
cambio de absorbancia en intervalos de un minuto a 340 nm durante cinco
minutos totales. La actividad enzimatica se reporta como nmoles de NADH
consumidos en la reacciéon por minuto por mg de proteina (nmoles NADH
min” mg™ proteina).

Paralelamente, se prepar6 un blanco que no contenia alfa-
cetoglutarato, ni amonio, y cuyos volimenes se compensaron con el
amortiguador.
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2.4.3. Determinacion de la actividad de la GDH-NAD"

La determinaciéon se realizé siguiente el protocolo reportado por
Loyola-Vargas y Sanchez de Jiménez (1984).

La mezcla de reaccion empleada se compuso de la siguiente
manera:

Componentes [mM] final Volumen (ml)

Tris-HCI 100 cbp. 23 pH 9.4
Glutamato de sodio 10 0.5 pH7.0
NAD" 0.6 0.2 pH 8.0
Extracto proteico 0.05,0.1y0.15

Volumen total 3.0

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

La mezcla de reaccion se preincubd durante dos minutos a 30°C y
la reaccién se inicié al afadir el NAD" (recién preparado). Se midi6 el
cambio de absorbancia a intervalos de un minuto a 340 nm durante cinco
minutos totales. La actividad enzimatica se defini6 como nmoles de NAD*
utilizados por minuto por mg de proteina (nmoles NAD* min™ mg™ proteina).

Paralelamente, se preparé un blanco, que no contenia glutamato de
sodio, y cuyo volumen se compensé con el amortiguador.

2.4.4. Determinacion de la actividad de la GS

Se utilizé el método de Kanamori y Matsumoto (1972), modificado
por Loyola-Vargas y Sanchez de Jiménez (1986).

La mezcla de reaccién contenia:

Componentes [mM] final Volumen (ml)

Tris-HCI 100 c.b.p. 1.8 pH 7.5
ATP 8 0.2 pH 7.0
Glutamato de sodio 83.3 0.5 pH 7.0
Sulfato de magnesio 33.3 0.1

Hidroxilamina 10 0.3 pH 7.0
Cisteina 3.33 0.1

Extracto proteico 0.1-0.5

Volumen total 3.0
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Las molaridades se refieren a la concentracion final de la mezcla de
reaccion, excepto para el Tris.

Para tener la certeza de que en realidad se estaba midiendo la
actividad de la GS, fue necesario comprobar que existia una dependencia
de la velocidad de la reaccion, tanto en funcién del tiempo como de la
concentracion de la enzima.

Cuando se midid la actividad enzimatica en funcion de la
concentracion, se utilizaron diferentes volimenes de extracto. La mezcla de
reaccion se preincub6 durante dos minutos a 38°C. Posteriormente, se inicié
la reaccion al aiadir el glutamato de sodio, se incubd durante 15 minutos, y
se detuvo la reaccion al afadir 1 ml del reactivo de FeCl; (volimenes
iguales de FeCl; 6H,0 al 10% en 0.2 N HCI, acido tricloroacetico al 24 % y
HCI al 50 %). Se centrifugaron los tubos durante 15 minutos a 2,561 x g, y
se leyeron las absorbancias a 540 nm para determinar la cantidad de
gamma-glutamil hidroxamato formado.

Paralelamente, se prepar6 un blanco de tiempo cero, al cual no se
le agregd el extracto proteico, y cuyo volumen se compensé con el
amortiguador.

Cuando se midio la actividad en funciéon del tiempo, se utilizé el
mismo procedimiento, sélo que en este caso se utilizé un volumen fijo del
extracto. La reaccion se detuvo a los 5, 10, 15, y 20 minutos de incubacion.
Posteriormente, se continlo con el centrifugado y la lectura de las
absorbancias.

El blanco que se midid en este ensayo contenia el extracto proteico,
por lo que se detuvo la reacciéon con la mezcla de FeCl; antes de la
activacion con glutamato de sodio.

El ATP, la cisteina y la hidroxilamina se prepararon inmediatamente
antes de usarse.

En ambos casos, la actividad se reporta como ymoles de gamma-
glutamil hidroxamato formado por minuto por mg de proteina (umoles
gamma-glutamil hidroxamato min™ mg™ proteina).

2.4.5. Determinacion de la actividad de la GOGAT-NADH

Se siguié el método de Beevers y Storey (1978), modificado por
Loyola-Vargas y Sanchez de Jiménez (1986).
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Se utilizé la siguiente mezcla de reaccion:

Componentes [mM] final Volumen (ml)

Tris-HCI 100 cbp =18 pH7.5
Alfa-cetoglutarato 10 0.5 pH 7.0
Glutamina 30 0.5

NADH 0.16 0.1

Extracto proteico 0.1,0.2y0.3

Volumen total 3.0

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

La mezcla de reaccién se preincubd durante dos minutos a 30°C y
la reaccion se inici6 al anadir el NADH (recién preparado). Se midié el
cambio de absorbancia a intervalos de un minuto a 340 nm durante cinco
minutos totales.

La actividad se reporta como nmoles de NADH consumidos en la
reaccion por minuto por mg de proteina (nmoles NADH min™” mg™ proteina).

Paralelamente, se prepar6 un blanco que no contenia alfa-
cetoglutarato, ni glutamina, y cuyos volimenes se compensaron con el
amortiguador.

2.5. Pozas de los sustratos involucrados en los analisis

Para la determinacion de las pozas, se utilizé el mismo extracto
proteico total que se obtuvo para realizar las determinaciones enzimaticas.

2.5.1. Determinacion de proteinas

Esta determinacién se llevd a cabo siguiendo el protocolo de
Peterson (1977), el cual se describe a continuacién: un volumen de muestra
(entre 50 y 100 pl) se completd con agua destilada a 1 ml, y se le agregaron
100 pl de desoxicolato de sodio al 0.15%. Se mezcldé en un vortex y se
incub6 durante 10 minutos. Posteriormente, se agregaron 100 ul de acido
tricloroacetico al 72% frio, se incub6 durante 25 minutos en frio y se
centrifugd la suspension a 2,561 x g durante 15 minutos. Al finalizar la
centrifugacion, se eliminé el sobrenadante y se limpiaron las paredes de los
tubos para eliminar el exceso del liquido tratando de no dafar la pastilla
formada. La pastilla se resuspendi®6 con 1 ml de agua, después de
resuspender, se le afiadié 1 ml de reactivo A recién preparado. Se incubo
durante 10 minutos, y finalmente, se le agregaron 500 pl de reactivo B. Se
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incubé durante 30 minutos para el desarrollo de color y se leyd la
absorbancia a 750 nm.

Al mismo tiempo, se elaboré una curva patréon con albumina sérica
bovina de 0-100 ug.

Para la preparacion del reactivo A, se mezclaron volimenes iguales
de CTC (sulfato de cobre al 0.1 %, tartrato de sodio y potasio al 0.2% vy
carbonato de sodio al 10%), SDS (dodecil sulfato de sodio) al 10%, NaOH
0.8 N, y agua destilada.

Para la preparacion del reactivo B, se diluyé la solucion de Folin-Ciocalteau
1:6 con agua destilada.

2.5.2. Determinacion de aminoacidos

Se utilizé6 el método de Cocking y Yemm (1954), en el cual un
volumen de muestra (20-40 pL) se complet6é con agua destilada hasta 1 ml,
se le agregd 1 ml del reactivo de ninhidrina (B) recién preparado y se colocé
en un bafo Maria a ebullicion durante 30 minutos. Al término del tiempo, se
le agregaron 2.5 ml de isopropanol al 50%, se dejé reposar 15 minutos a
temperatura ambiente, y se leyo la absorbancia a 570 nm.

Al mismo tiempo, se elaboré una curva estandar con glutamato
como referencia, en un rango de 0-50 ug.

La preparacion de los reactivos, previamente mencionados, se
realiz6 como se describe a continuacion:
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 estano.
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.

2.5.3. Determinacion de amonio

Se determiné por la técnica de Nessler (Streli y Averell, 1970), en
donde se tomé un volumen de muestra (20-40 pL) y se llevo 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 minutos en
oscuridad y finalmente, se ley6 la absorbancia a 385 nm.

Al mismo tiempo, se elabordé una curva patréon con cloruro de
amonio como referencia, en un rango de 0-50 ug.

El reactivo de Nessler esta compuesto de los siguientes reactivos:
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10 g de yoduro de mercurio + 7 g de yoduro de potasio en 10 ml de agua
fria.

16 g de hidroxido de sodio disueltos en 70 ml de agua fria.

Para prepararlo, se mezclaron las dos soluciones anteriores lentamente,
evitando el calentamiento, y se afor6 a 100 ml con agua destilada. El
reactivo se prepar6 en condiciones de oscuridad (solucion madre).
Después, se tomé 1 ml de esta solucion, y se diluyé con agua a 10 ml
(solucion madre diluida).

2.6. Determinacion de capsaicinoides por HPLC

Las placentas inmovilizadas se pesaron y se liofilizaron. Una vez
liofilizado el tejido, se pulverizé y se pes6é un gramo del polvo, al que se le
agregaron 40 ml de acetonitrilo, incubandose en bafio Maria a 80°C durante
4 horas. Finalizado este tiempo, se filtr6 al vacio y el extracto se guardd en
oscuridad a -20°C hasta la determinacion de capsaicinoides en el HPLC
(Collins et al., 1995).

Para la inyeccion de las muestras en el equipo, una alicuota (3 ml)
se filtré a través de unidades Millex LCR (Millipore) de 0.45 um. Una vez
filtrado, se inyecté en el HPLC (Agilent serie 1100) con un detector de
arreglo de diodos. La separacion de los capsaicinoides se llevo a cabo en
un columna Zorbax Octadecil Silano (ODS) C18 (tamafio de particula: 5 pm,
4.6 mm x 150 mm). Las condiciones de la corrida fueron: temperatura
ambiente, con una fase movil isocratica: mezcla de dos disolventes en una
relacion 30A:70B (A= metanol:agua (10:90) y B= metanol 100%). El tiempo
de corrida fue de 10 minutos con un flujo de 1 ml/min, con un volumen de
inyeccion de 20 ul y a una longitud de onda de 280 nm.

En el caso de la determinacion de estos metabolitos en los medios
de cultivo, éstos se liofilizaron, y posteriormente se realizé la extraccion
mediante la adicion de 5 ml de agua + 15 ml de acetonitrilo. Los tubos se
colocaron en bafno Maria a ebullicion durante 4 horas, y finalmente, se tomé
la fase organica para su filtracion e inyeccion en el HPLC.

2.7. Determinacion de viabilidad mediante azul de Evans

Este analisis se llevd a cabo con el fin de determinar el estado
fisiolégico de las placentas. Para ello, se utilizd6 el método propuesto por
Castro-Concha et al. (2006).

A un gramo de placenta inmovilizada (0.5 g en caso de ser placenta
fresca), se le agregaron 6 ml de agua y 250 pl de azul de Evans al 0.1%. Se
dej6 reposar durante 45 minutos a temperatura ambiente. Transcurrido este
tiempo, se lavaron las placentas con agua destilada, hasta eliminar el
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exceso de colorante. Se suspendieron en 5 ml de metanol al 50% con SDS
al 1% y se incubaron en bafio Maria a 65°C durante 30 minutos.

Se repitid la extraccion dos veces mas con el mismo volumen de
disolvente, y finalmente, el extracto recuperado se llevé a un volumen final
de 20 ml, el cual se leyd a una absorbancia de 600 nm.

El control negativo se realiz6é con placentas cuya viabilidad era cero,
ya que previamente se habian colocado en bafo Maria a ebullicion durante
una y media horas, previa a la adicién del colorante.

Para preparar el azul de Evans 0.1%: se pesaron 100 mg y se
disolvieron en 10 ml de agua destilada (solucién 10X). De esta solucion, se
tomé 1 mly se aforé a 10 ml (solucién al 0.1%).

2.8. Medicién del pH y la conductividad del medio de
cultivo

Para realizar estas determinaciones, se tomé el medio de cultivo sin
las placentas. Los medios evaluados se transfirieron a tubos Falcon de 50
ml, y posteriormente, mediante el uso de un potenciometro marca Thermo
Orion modelo 420A y un conductimetro marca HANNA modelo HI 8733, se
midieron ambos parametros directamente en el medio.
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Capitulo 3

Resultados y discusion

3.1. Cultivo de placentas inmovilizadas

El cultivo de tejidos es una herramienta poderosa para estudios
basicos y aplicados en condiciones asépticas de células, tejidos u érganos,
y sus componentes bajo condiciones fisicas y quimicas definidas in vitro
(Loyola-Vargas & Vazquez-Flota, 2006).

En el caso del chile habanero, como en muchas de las especies que
producen metabolitos secundarios, la conservacion de cierto grado de
diferenciacion tisular es primordial (St-Pierre et al., 1999).

Es por esto, que en este trabajo se utilizé un tipo de cultivo poco
frecuente en el area de plantas, ie. se empleé un cultivo primario que
implica que el tejido no va a crecer, ni a dividirse como lo haria un cultivo in
vitro tradicional de plantas, y en cambio, se comportard mas a semejanza
de aquellos utilizados en el caso de tejidos animales, por lo que las
placentas, una vez escindidas del pericarpio, se recubrieron con una
delgada capa de alginato de calcio, cuya funcion fue preservar la integridad
de las mismas. Se sabe que al poner cualquier tejido vegetal en un medio
liquido, éste tendera a disgregarse y/o a liberar células individuales, por lo
que la capa de alginato previno este fenémeno.

Dado que las placentas, aun estando en un medio de cultivo, no
crecian, resultaba paraddjico utilizar los métodos tradicionales de
determinacion del crecimiento. En este caso, el fin que se perseguia era
mantenerlas vivas y metabolicamente activas por un periodo de siete dias.
Es por esto que se utilizaron parametros como el pH, la conductividad y la
viabilidad para monitorear su estado fisioldgico.

3.1.1. pH del medio de cultivo residual
Algunos de los factores que afectan el crecimiento de plantas in
vitro son similares a los que afectan a las plantas in vivo. El pH es uno de

ellos, puesto que limita la disponibilidad de los nutrientes (Leifert et al.,
1992).
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En el citoplasma de las células de las plantas, la asimilacion de
amonio produce al menos un i6n H' por cada i6n de amonio que es
incorporado, mientras que la asimilacion de un i6n NO3™ produce un ién OH".
Estos iones son eliminados mediante su transporte a través de la membrana
plasmatica, lo que permite mantener el pH citoplasmico en equilibrio, puesto
que por cada ion incorporado un i6n de la misma carga es eliminado (Raven
& Smith, 1976).

Se ha observado en plantas in vivo que la acidificacion de la
rizésfera ocurre por la liberacion de acidos organicos y protones durante la
toma de amonio (Leifert et al., 1992). En sistemas in vitro, se ha observado
que el pH afecta la toma de nutrientes, asi como los indices de crecimiento.
En estudios realizados en suspensiones celulares de Calluna vulgaris, se
presenté una disminucion del pH (5.6 a 4) cuando el amonio fue la Unica
fuente nitrogenada; en contraste, el pH se incremento (pH 6.5) después de
20 dias cuando el nitrato se utilizé como fuente (Leifert et al., 1992). En
cultivos de Largestroemia indica, se detecté una acidificacion del medio,
cuando los explantes tomaron el amonio del medio de cultivo, previo a la
toma de nitrato (Eymar et al., 2000).

pH Unidades

(4] 1 3 5 7 9
Tiempo {Dias)

Figura 3.1. pH del medio de placentas inmovilizadas de chile habanero a lo
largo de un ciclo de cultivo. Los datos que se presentan son el valor
promedio de nueve muestras y las barras de verticales indican la desviacion
estandar.

Como se puede observar en la figura 3.1., el pH del medio de cultivo
de las placentas inmovilizadas disminuyé al pasar de 5.6 a 4 durante las
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primeras 24 horas, para luego mantenerse casi igual a lo largo del ciclo del
cultivo. El cambio del pH puede atribuirse a la toma de iones amonio, como
se ha observado en otros cultivos.

3.1.2. Conductividad del medio de cultivo residual

El parametro de conductividad nos provee de un método rapido y no
invasivo para monitorear el crecimiento en sistemas heterogéneos, como los
pelos radiculares y las células inmovilizadas o agregadas (Kwok et al.,
1992).

Kwok y colaboradores (1992) reportaron que este parametro puede
ser util para distinguir un cambio entre la fase de crecimiento lineal y el
comienzo de la fase estacionaria en sistemas in vitro, ya que durante la fase
de crecimiento del cultivo de células se observa una disminuciéon en la
conductividad, relacionada con el incremento del peso fresco, mientras que
en la fase estacionaria, la conductividad no varia, asi como la cantidad de
biomasa acumulada, por lo que estos cambios permiten distinguir entre
ambas fases de crecimiento.

En los estudios realizados por Eymar y colaboradores (2000), se
observdé que la adicion de carbéon activado aumentd la conductividad
eléctrica del medio de cultivo, dado que se favorecia la toma de nitrato
sobre la de amonio. Por otro lado, este parametro aument6 en las raices
tratadas con 6-benciladenina, debido a la fuga electrolitica provocada por el
dafno causado por este compuesto al tejido.

En la figura 3.2, se observé un aumento discreto de la conductividad
a lo largo del ciclo, posiblemente por la liberaciéon de productos de desecho,
o de electrolitos liberados a partir de las células danadas durante el proceso
de inmovilizacién, ya que normalmente este parametro deberia disminuir
debido a la toma de nutrimentos en los medios de cultivo.
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Figura 3.2. Conductividad en el medio de placentas inmovilizadas de chile
habanero durante un ciclo de cultivo. Los datos corresponden al valor
promedio de nueve muestras y las barras verticales indican la desviacion
estandar.

3.1.3. Viabilidad del tejido placentario en cultivo

La viabilidad de una célula es un parametro muy importante a
considerar, ya que nos indica si ésta mantiene sus capacidades de
crecimiento y desarrollo. Por lo general, los ensayos de viabilidad se basan
en algunas propiedades fisicas de las células, como son la integridad de sus
membranas o el flujo citoplasmico, pero también en sus actividades
metabdlicas a través de la reduccion de sales de tetrazolio o la hidrélisis de
sustratos fluorogénicos (Castro-Concha et al., 2006).

En las placentas inmovilizadas, se analiz6 la viabilidad por el
método de azul de Evans con el fin de determinar si éstas se encontraban
funcionales al mantener sus membranas integras. Dado que el tejido no se
tind de azul, esto indic6 que las placentas excluyen el colorante al mantener
sus membranas intactas.

Lo que se pudo apreciar a lo largo del ciclo de cultivo en la figura
3.3, fue que las placentas presentaron una viabilidad superior a 60%
durante los primeros cinco dias en cultivo, en los cuales se observaron
cambios tanto en la actividad de las enzimas, como en el contenido de las
pozas, lo que parece indicar que las placentas se encontraban funcionales.
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Figura 3.3. Viabilidad de las placentas inmovilizadas de chile habanero a lo
largo de un ciclo de cultivo. Los datos representan el valor promedio de seis
placentas y las barras verticales corresponden a la desviacion estandar.

3.2. Contenido de capsaicinoides en las placentas y en los
medios de cultivo

Con el fin de estudiar el proceso de asimilacién de amonio, que
resulta fundamental en la sintesis de los aminoacidos precursores de los
capsaicinoides, era necesario que el modelo experimental tuviera ciertas
caracteristicas, como el mantener integro el tejido y que éste se mantuviera
metabdlicamente activo. Es por esto, que se determinaron los contenidos
de capsaicinoides tanto en las placentas inmovilizadas, como en los medios
a lo largo del ciclo de cultivo, ya que de haber cambios en la produccion y la
degradaciéon de estos compuestos, éstos nos indicarian directamente que
los tejidos permanecian activos.

En la figura 3.4, se observan los cromatogramas obtenidos de la
determinacion de estos metabolitos por medio del HPLC. En el panel A, se
presenta un cromatograma representativo de la separacion de la mezcla de
estandares de capsaicina y dihidrocapsaicina, cuyos tiempos de retencion
fueron 4.169 y 5.690 min, respectivamente. En los paneles B y C, se
muestran los cromatogramas correspondientes a extractos de placentas de
los dias cero y siete del ciclo de cultivo, mientras que en los paneles D y E
se observan los de los medios de cultivo de los mismos dias. En el caso de
las placentas de nueve dias, hay una disminucién de ambos metabolitos; sin
embargo, en el medio de cultivo, hay un aumento en los niveles de ambos
capsaicinoides.
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Figura 3.4. Anélisis cromatogréfico de placentas cultivadas y el medio de
cultivo residual. A) Estandares de capsaicina (1) y dihidrocapsaicina (2); B)
extracto de placenta en el dia cero de cultivo;, C) extracto de placenta en el
dia nueve del cultivo; D) medio de cultivo del dia cero y E) medio de cultivo
del dia nueve.

El contenido de capsaicinoides disminuyé a lo largo del ciclo de
cultivo, presentandose el nivel mas bajo en el dia cinco (Fig. 3.5.). Sin
embargo, hacia el dia nueve hubo un ligero incremento en su contenido.

Durante el ciclo de cultivo, no se detectaron incrementos
considerables en el contenido de estos compuestos; sin embargo, se debe
considerar que los capsaicinoides son el producto final de una ruta
metabdlica muy especializada, y que los primeros pasos en esta via son
comunes a otras rutas que llevan a diferentes compuestos, como la lignina,
las antocianinas, y los flavonoides, entre otros (Hall & Yeoman, 1991). Es
por ello, que podria pensarse que la disminucién del contenido de estos
compuestos en las placentas se relacione con una disminucion en los
precursores o en la reasignaciéon de los mismos hacia otras funciones tal
vez prioritarias para el tejido.
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Figura 3.5. Contenido de capsaicinoides totales (capsaicina +
dihidrocapsaicina) en placentas inmovilizadas. Los datos corresponden al
valor promedio de tres repeticiones y las barras verticales, a la desviacion
estandar.

El contenido de los capsaicinoides también podria estar en funcién
de la cantidad y calidad de las vesiculas que los almacenan, ya que como
se puede apreciar en las figuras 3.6 A y B, la cantidad de vesiculas es
menor después de varios dias en cultivo (Susuki et al., 1980; Zamski et al.,
1987).

Figura 3.6. Aspecto del tejido placentario de chile habanero a lo largo de un
ciclo de cultivo. A) En el dia cero y B) en el dia nueve. Las imagenes
representan micrografias electrénicas de barrido, con acercamientos de 50
y 100 um, respectivamente (Fotos: Lizbeth Castro-Concha).
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En chile habanero se ha observado que hay una disminucién del
contenido de capsaicinoides a lo largo del proceso de maduracién, asi como
en la senescencia (Contreras-Padilla & Yahia, 1998; Kim et al., 2001). Es
probable que en nuestro sistema de cultivo se esté induciendo un proceso
de maduracién, que se ve reflejado en una disminucién de los
capsaicinoides en el tejido.
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Figura 3.7. Contenido de capsaicinoides (capsaicina + dihidrocapsaicina)
liberados al medio por placentas inmovilizadas a lo largo de un ciclo de
cultivo. Los valores corresponden al promedio de tres repeticiones y las
barras verticales, a la desviacion estandar.

En el medio de cultivo (Fig. 3.7), el contenido de capsaicinoides
aumenté de manera importante a partir del dia tres hasta el dia siete, pero
hacia el final del periodo de cultivo, hubo una disminucién importante en su
nivel. El aumento observado en la parte media del ciclo podria deberse a la
ruptura de las vesiculas que almacenan estos compuestos (Fig. 3.6 B), y
que por tanto, se liberen hacia el medio. Una explicacion alternativa es que
al no haber un sitio donde se almacenen, después de ser sintetizados, éstos
sean liberados al medio de cultivo.

Al comparar este comportamiento con lo reportado para cultivos en
suspension de células de chile (Lindsey, 1986; Sudhakar-Johnson et al.,
1990), se encontré un patréon similar, con la diferencia de que hacia el final
del ciclo de cultivo, en este caso, la cantidad de capsaicinoides tendié a
disminuir.
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En el cuadro 3.1, se detecta que el contenido de capsaicinoides
totales por matraz sigue un patron similar al observado en el tejido
placentario (Fig. 3.5). Este andlisis se realizé con el fin de determinar cual
era el porcentaje de pérdida de estos compuestos hacia el final del ciclo de
cultivo.

Los analisis porcentuales por matraz indican que hacia el dia tres,
hay una disminucion (79%) en los capsaicinoides en el tejido placentario; sin
embargo, hacia el dia 7 hay un repunte del 17% que podria indicar que las
placentas pueden estar adquiriendo los sustratos necesarios para realizar la
sintesis de estos compuestos.

Cuadro 3.1. Contenido de capasicinoides totales y analisis de los
porcentajes correspondientes a las placentas y el medio de cultivo.

Capsaicinoides | Capsaicinoides | Total en

Tiempo en placenta en medio Matraz % total

(Dias) (nmoles) (nmoles) (nmoles) matraz | % placenta | % medio
0 17782.6733 576.4967 18359.17 100 96.86 3.14
1 11697.4286 683.6914 12381.12 67.44 94.48 5.52
3 2996.4639 884.7427 3881.20 21.14 77.20 22.80
5 1686.0404 2829.0044 4515.04 24.59 37.34 62.66
T 2679.7354 4368.0939 7047.82 38.39 38.02 61.98
9 3830.6671 2642.5027 6473.16 35.26 59.18 40.82

Es interesante hacer notar que los porcentajes que se obtienen de
estos compuestos en las placentas sigue una tendencia inversa a lo que se
muestra en la figura 3.5, ya que si bien hay una disminucién del contenido
de capsaicinoides durante los primeros tres dias del ciclo, el porcentaje de
capsaicinoides interno de la placenta se mantiene elevado. El andlisis
porcentual entre las placentas y los medios de cultivo también indica que si
bien las placentas van liberando capsaicinoides al medio después de un
periodo de tres dias cuando estan en el cultivo, éstas recuperan cierta
capacidad de sintesis en los dias posteriores. El porcentaje de estos
metabolitos que liberan las placentas se encuentra en el medio de cultivo,
aunque hay una porcién (62 %) que podria explicarse ya sea por la
degradacién de los mismos, 0 en su conversion a otros capsaicinoides que
no fueron cuantificados.
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3.3. Actividad de las enzimas involucradas en la
asimilacion del amonio en las placentas inmovilizadas de
chile habanero

3.3.1. Actividad de la glutamato deshidrogenasa aminativa
(GDH-NADH)

Durante el ciclo de cultivo, la actividad de esta enznma (Fig. 3.8)
alcanzé un pico de actividad (530.43 nmoles NADH min™ mg™ proteina) en
el dia tres, lo cual coincidié con la maxima acumulaciéon de amonio en el
tejido (Fig. 3.23). Posteriormente, disminuyé de manera importante en los
dias sucesivos. Este comportamiento estd acorde con estudios previos
donde se presenté un alta actividad de la GDH en el sentido aminativo bajo
niveles toxicos de amonio (Dubois et al, 2003; Lehmann & Ratajczak,
2008).

GDH-NADH
nmoles de NADH min* mg* proteina
o BIAMGES 8 & B

Tiempo {Dias)

Figura 3.8. Actividad de la GDH-NADH en placentas inmovilizadas durante
un ciclo de cultivo. Los datos corresponden al valor promedio de tres
repeticiones y las barras verticales, a la desviacién estandar.

Al contrastar las actividades detectadas para esta enzima en las
placentas inmovilizadas con los analisis realizados por otros investigadores,
se encontraron valores semejantes a los reportados para hojas jévenes de
tabaco (33.77 nmoles NADH min "' mg” proteina; Masclaux-Daubresse etal.,
2006) y granos de maiz (29.63 £ 1.11 nmoles NADH min™ mg proteina;
Garg et al., 1984) hacia el final del ciclo de cultivo. Sm embargo los niveles
maximos alcanzados (530.43 nmoles NADH min™ mg™” proteina) superan
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varias veces el nivel reportado en hojas viejas de tabaco (78.50 nmoles
NADH min™ mg'1 proteina; Masclaux-Daubresse et al., 2006), en donde se
determiné una mayor actividad de la enzima debida a la removilizacién de
nitrégeno (Paczek et al., 2002; Bortolotti et al., 2003). Esta elevada actividad
de GDH-NADH indica que en las placentas esta enzima juega un papel muy
importante en el proceso de asimilacion de amonio durante la primera fase
del ciclo de cultivo.

Dada la poca informacién sobre estas enzimas en tejidos similares a
las placentas, se decidi6 evaluar el comportamiento de las enzimas de
asimilacién de amonio en un periodo post-cosecha de frutos de chile
habanero. Para esto, se colectaron chiles de 25 dias post-antesis, que se
colocaron en cajas de Petri abiertas, a razén de 6 piezas por caja. Las cajas
se mantuvieron en un cuarto con fotoperiodo de 16 h luz/8 h oscuridad a
25°C. En la figura 3.9, se pueden observar los cambios de coloracion que
sufrieron los chiles durante un periodo de siete dias.

Figura 3.9. Aspecto de chiles habaneros durante el periodo post-cosecha.
A) Dia cero. B) Dia uno. C) Dia tres. D) Dia cinco. E) Dia siete. Las
condiciones bajo las cuales se encontraron expuestos fueron de fotoperiodo
de 16 h luz/ 8 h oscuridad a 25 °C.

A diferencia del incremento en la actividad de la GDH detectada a lo
largo del curso temporal de post-cosecha en frutos frescos (Fig. 3.10;
Boggio et al., 2000; Scarpeci et al., 2007), las placentas inmovilizadas (Fig.
3.8) presentaron un comportamiento marcadamente diferente, puesto que si
bien la actividad se incrementa durante la primera parte del ciclo, hacia el
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final, ésta disminuye de manera importante. Las diferencias observadas en
ambos analisis pueden explicarse con base en los cambios que sufren en
su metabolismo para adaptarse a las diferentes condiciones ambientales.
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Figura 3.10. Actividad de la GDH-NADH en placentas provenientes de
frutos frescos analizadas durante un periodo de siete dias. Los datos
corresponden al valor promedio de tres repeticiones y las barras verticales,
a la desviacion estandar.

Al comparar los resultados de placentas inmovilizadas con la
actividad que se detecta en una mutante de tomate que carece de
degradacioén de clorofila, parte esencial del proceso de maduraciéon que ha
sido relacionada con el cambio de actividad de GS y GDH (Bortolotti et al.,
2003), los datos fueron similares, puesto que la actividad que se observo en
estos tomates fue mayor en el tejido inmaduro (48 nmoles NADH min™ mg
proteina) que en el maduro (31 nmoles NADH min” mg™” proteina), autn
cuando los valores en las placentas inmovilizadas fueron de 2 a 3 veces
mayores. Esto sugiere que quiza las placentas inmovilizadas no estén
pasando por un proceso de maduracion normal.

3.3.2. Actividad de la glutamato deshidrogenasa
desaminativa (GDH-NAD")

La actividad de GDH-NAD" (Fig. 3.11) sigui6 un patrén de constante
disminucién a lo largo del ciclo, por lo que se puede decir que hay una
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menor tendencia hacia la via de desaminacion, o de la hidrélisis de
glutamato.

Los datos reportados en hojas de tabaco, tanto jovenes (14.17
nmoles NAD* min" mg™ proteina) como viejas (21.33 nmoles NAD* min™
mg” proteina; Masclaux-Daubresse et al., 2006), fueron menores a los
determinados en tejido placentario de chile habanero. Los resultados
indican que las actividades determinadas de esta enzima son mayores en
este tejido y muy diferentes a lo que se reporta en otros estudios.

Si se comparan los cursos temporales del cultivo de placentas
inmovilizadas con la de frutos en periodo post-cosecha (Fig. 3.12), se puede
constatar que los patrones de comportamiento son diferentes, ya que en las
placentas en periodo de post-cosecha, hubo una ligera disminuciéon de la
actividad hacia el dia tres que se logré6 compensar hacia el final del periodo
de siete dias, mas no asi en las placentas inmovilizadas, en donde la
disminucioén de la actividad para esta enzima fue continua. Es de notar que
la actividad detectada en las placentas en el periodo de post-cosecha fue
alrededor de siete veces mayor que en las placentas inmovilizadas hacia el
final del ciclo.
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Figura 3.11. Actividad de la enzima GDH-NAD" en placentas inmovilizadas
durante un ciclo de cultivo. Los datos corresponden al promedio de tres
repeticiones y las barras verticales, a la desviacion estandar.

Comparando los resultados de la actividad encontrada en las
placentas en un periodo post-cosecha con los de una mutante de tomate
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deficiente del proceso de maduracion (Bortolotti et al., 2003), se observa
que la actlvudad fue igual a la reportada para frutos verdes (83 nmoles NAD"

min™ mg” proteina) y que ésta, en ningun momento alcanzo la actividad
detectada en frutos maduros (20 nmoles NAD* min™ mg™ proteina), a pesar
de la ligera disminucion en el dia tres. En el caso de las placentas
inmovilizadas, el comportamiento es similar al de la mutante, ya que al i mucno
del cultlvo se encontré una actividad de alrededor de 90 nmoles NAD* min™

mg” protelna y después del dia tres, estuvo por debajo de los 20 nmoles
NAD* min™ mg’' proteina.
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Figura 3.12. Actividad de la GDH-NAD" en placentas provenientes de frutos
frescos analizadas durante un periodo de siete dias. Los datos
corresponden al promedio de tres repeticiones y las barras verticales, a la
desviacién estandar.

3.3.3. Analisis del cociente de las actividades de la
glutamato deshidrogenasa (aminativa/desaminativa) en
placentas inmovilizadas y en periodo post-cosecha

El cociente de la actividad aminativa sobre la desaminativa es un
parametro indicativo de si la enzima tiene alguna preferencia en realizar una
funciéon sobre la otra. Si se obtiene un cociente igual a uno, la enzima
presenta la misma disposicion para llevar a cabo una reaccion o la otra, en
tanto que si el cociente es mayor a uno, la enzima estara principalmente
direccionada en el sentido aminativo o si éste es inferior a uno, la enzima
podra tener una mayor actividad catabdlica.
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El cociente calculado para las actividades de GDH en placentas
inmovilizadas se puede apreciar en la figura 3.13. Es clara una mayor
tendencia de la enzima hacia la actividad de sintesis, ya que a partir del dia
cero hasta el dia nueve se observa un cociente mayor a uno, en
comparacion con las placentas testigo, en donde al parecer se favorece el
catabolismo.

Tambien cabe sefalar que el sentido aminativo se ve favorecido los
dias tres, cinco y nueve del ciclo de cultivo, siendo el quinto dia cuando la
diferencia es mayor (alrededor de 30 veces en comparaciéon al sentido
desaminativo).
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Figura 3.13. Cociente entre las actividades de GDH-NADH/GDH-NAD" en
cultivo in vitro de placentas inmovilizadas.

Al comparar estos resultados con la cantidad de amonio se pudo
constatar que los incrementos en el sentido aminativo de la enzima
coincidieron con el aumento en la poza de amonio, tanto en placentas (dia
3, Fig. 3.23) como en el medio de cultivo (dia 5, Fig. 3.24). Los resultados
presentados apuntan al hecho que en los primeros dias de cultivo de las
placentas inmovilizadas, esta enzima funciona en la destoxificacion de
niveles altos de amonio (Dubois et al., 2003; Lehmann & Ratajczak, 2008).

En las placentas durante el periodo de post-cosecha (Fig. 3.14), se
observo que la GDH esta involucrada en el catabolismo, y que Unicamente
en los dias tres y siete, se observd una actividad favorecida en el sentido
aminativo, que coincidié con los picos mas altos de amonio (Fig. 3.23). El
comportamiento en sentido catabdlico estd ampliamente documentado
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durante la senescencia, pues constituye una respuesta a la posible
deficiencia de esqueletos carbonados, y por tanto, se piensa que esta
enzima juega un papel regulatorio en los metabolismos de carbono y
nitrogeno (Robinson et al., 1991, 1992; Becker et al., 2000; Dubois et al.,
2003; Lehmann & Ratajczak, 2008).
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Figura 3.14. Relacién entre las actividades de GDH-NADH/GDH-NAD" en
placentas provenientes de frutos frescos analizadas durante un periodo de
siete dias.

A pesar de los diversos estudios existentes sobre esta enzima, aun
no se ha podido determinar cual es su funcion real. En estudios in vivo, se
ha observado que su funciéon radica en el proceso de desaminacion,
mientras que en los estudios in vitro, el sentido es el contrario (aminacion)
(Dubois et al., 2003). Los resultados obtenidos en placentas en cultivo in
vitro parecen apoyar esta Gltima funcion.

3.3.4. Actividad de la glutamino sintetasa (GS)

La actividad de la GS (Fig. 3.15) tendi6 a incrementarse, presentado
un pico maximo de actividad en el dia cinco, para posteriormente disminuir.
En el dia nueve alcanzé de nuevo el mismo nivel de actividad observada en
el dia cinco.

En el caso de la actividad de GS, Bauer y colaboradores (1997)
detectaron una actividad de 48 + 6 nmoles gamma-glutamilhidroxamato min’
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"mg™ proteina en extractos de hojas de tomate. En el caso de las placentas
inmovilizadas, la actividad fue en promedio de 2 a 10 veces mayor, ya que
el rango de actividad encontrado fue de 140.5 a 486.6 nmoles gamma-
glutamilhidroxamato min™ mg™ proteina.
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Figura 3.15. Actividad de la GS en placentas inmovilizadas durante un ciclo
de cutlivo. Los datos corresponden al promedio de tres repeticiones y las
barras verticales corresponden a la desviacion estandar.

Cuando se compararon los resultados obtenidos en las placentas
inmovilizadas (Fig. 3.15) con los de las placentas durante el periodo post-
cosecha (Fig. 3.16), se pudo notar que el comportamiento fue muy similar.

Durante el proceso de maduracion en tomate (S. lycopersicum cv.
Hellfrucht Frihstamm) (Gallardo et al., 1988), se observé que cuando estos
frutos tenian una coloracion verde, la actividad detectada era mayor (248.4
pmoles min™ mg‘1 PF) que en estados posteriores (coloracion rosada)
cuando se Presentaba el pico de menor actividad para esta enzima (2
pmoles min mg'1 PF). No obstante, la actividad de GS se incrementaba en
estados tardios de maduracion hasta alcanzar cerca del 30% de la actividad
total encontrada en el estado verde (75 pmoles min™ mg™” PF).

En otro estudio sobre la maduracion del tomate (S. lycopersicum cv.
Micro-Tom), se detectaron bajos niveles de actividad de GS cuando los
frutos se encontraban completamente maduros (coloracion roja) (Scarpeci
et al., 2007).
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De estos estudios, se desprende que entre plantas del mismo
género, y aun entre variedades, se pueden obtener patrones diferentes de
actividad de esta enzima. En el caso de las placentas de chile habanero, se
observa un considerable aumento en la actividad de GS que esta
contribuyendo en la depuracién del contenido de amonio liberado por la
degradacion de diversos compuestos nitrogenados, y de esta manera,
controlar el ambiente téxico provocado por el amonio.
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Figura 3.16. Actividad de la GS en placentas provenientes de frutos frescos
analizadas durante un periodo de siete dias. Los datos corresponden a tres
repeticiones y las barras verticales, a la desviacion estandar.

3.3.5. Actividad de Ila glutamino 2-oxoglutarato
aminotransferasa (GOGAT-NADH)

En el caso de la GOGAT-NADH (Fig. 3.17), la actividad disminuy6
hasta en un 50% en el dia cinco, para después incrementarse de manera
notable hacia el dia nueve.

La actividad de esta enzima en placentas inmovilizadas alcanz6 un
valor de 9.38-13.68 nmoles NADH min™ mg protelna que es alrededor de
30 veces superior al mvel reportado para hojas jovenes de tabaco (0.33-
0.41 nmoles NADH min” mg’ ! proteina; Masclaux-Daubresse et al., 2006).
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Figura 3.17. Actividad de la GOGAT-NADH en placentas inmovilizadas
durante un ciclo de cultivo. Los valores corresponden al promedio de tres
repeticiones y las barras verticales, a la desviacion estandar.

Cuando se comparan los patrones de actividad en las placentas
inmovilizadas con el de las placentas durante el periodo post-cosecha (Figs.
3.17 y 3.18), se observa que si bien al principio presentan comportamientos
similares, hacia el final del periodo hubo diferencias notables, ya que en el
caso de las primeras, la actividad se incrementd, mas no en las segundas.
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Figura 3.18. Actividad de la GOGAT-NADH en placentas provenientes de
frutos frescos analizadas durante un periodo de siete dias. Los valores
corresponden al promedio de tres repeticiones y las barras verticales
corresponden a la desviacion estandar.
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Se podria decir que las placentas inmovilizadas no presentaron el
comportamiento tipico observado en otros tejidos, esto es, que cuando
existe una mayor concentracion celular de amonio, la actividad de la GDH-
NADH se incrementa y los niveles de actividad de la GS disminuyen (Miflin
& Lea, 1977, Cammaerts & Jacobs, 1985; Masclaux-Daubresse et al.,
2006), dado que en las placentas hubo una concentracién alta de amonio en
el dia 3, la actividad de la GDH-NADH alcanzé su pico maximo, asi como la
actividad de la GS tendié a incrementarse. Una vez que la concentracion de
amonio disminuyd, la actividad de la GDH-NADH disminuy6é también,
manteniéndose Unicamente activa la GS.

Cammaerts y Jacobs (1985) mencionan que durante la
senescencia, la actividad de GDH-NAD® tiende a aumentar para la
produccion de nucleétidos reducidos y la liberacion de esqueletos
carbonados para el metabolismo de carbohidratos, ya que en estas
circunstancias, el cloroplasto se encuentra practicamente inactivo; en
contraste, en las placentas no se observé este comportamiento, ya que la
actividad desaminativa disminuy6 desde el principio del ciclo de cultivo.

En cuanto a las actividades de la GS y la GDH-NADH, los estudios
de Gallardo et al. (1988) indican que ambas enzimas pueden estar
presentes en distintos periodos de madurez de tomate, y aunque la via de
asimilacion primaria es a través del ciclo GS-GOGAT, la GDH puede actuar
en la via de sintesis para asegurar que los niveles de amonio se mantengan
bajos durante la maduracion del fruto. En este sentido, los resultados en
placentas inmovilizadas sugieren que durante el periodo medio del ciclo, el
comportamiento de ambas enzimas fue similar al de tomate, y a pesar de
que el proceso de senescencia continua, las placentas mantuvieron
funcional al ciclo GS-GOGAT como la via principal de asimilaciéon de
amonio.

En frutos senescentes de tomate (Boggio et al., 2000), se observo
que la GS y la GDH se inducian de manera inversa, y que estos cambios
estuvieron relacionados principalmente con el incremento en la cantidad de
glutamato durante el proceso de maduracion mas que con la cantidad de
amonio disponible. De la misma manera, Pratta y colaboradores en 2004
reportaron que el incremento en la actividad de la GDH se relacion6
directamente con el nivel de glutamato. En las placentas de chile habanero,
seria recomendable que en el futuro proximo se determinara el contenido de
glutamato para establecer si esto también ocurre en este tejido. No
obstante, si se toma en cuenta la cantidad de amonio disponible, se podria
suponer que la actividad de GDH pueda, de igual manera que en los frutos
de tomate, estar en funcién de la cantidad de glutamato disponible.
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3.3.6. Actividades enzimaticas en hojas de plantas
maduras e inmaduras y raices

Ademas del analisis realizado de las enzimas encargadas de la
asimilacion de amonio en placentas, se determinaron las actividades de
estas enzimas en hojas de plantas maduras y de plantulas, asi como
también en raices de plantulas, con la finalidad de tener un espectro mas
amplio para realizar comparaciones debido a que existe bastante
informacion con respecto a estos tejidos, y asi facilitar la propuesta de un
modelo sobre |la asimilacién de amonio en las placentas de chile habanero.

Con respecto a la enzima GS, ésta se encuentra mas activa en las
hojas de plantulas, y después en raices, mientras que la menor actividad se
detecté en las hojas de plantas maduras, pues esta actividad tiende a
disminuir conforme se va dando el proceso de senescencia (Cabello et al.,
2006; Masclaux-Daubresse et al., 2006). Por otro lado, en las raices la
actividad detectada es cuatro veces superior a lo que se reporta para raices
de maiz (Sakakibara et al., 1996).

La actividad de la GOGAT-NADH (Fig. 3.19) fue ligeramente mayor
en las raices de plantulas que en las hojas, ya que se trata de un tejido no
fotosintético, a diferencia de las hojas en donde la Fd-GOGAT desarrolla el
papel principal en la asimilacion de amonio (Anderson et al., 1989;
Masclaux-Daubresse et al., 2006). La actividad de GOGAT-NADH se ve
inducida en las raices a las que se les adicioné amonio, a diferencia de la
Fd-GOGAT, lo que implica que esta enzima sea fundamental en la
asimilacién de amonio en este tejido. En cuanto a los niveles detectados en
las hojas, se encontré que los valores fueron superiores a los que reportan
Masclaux-Daubresse y colaboradores (2006) en hojas de tabaco tanto
jévenes como viejas (hojas jovenes: 0.33-0.41 nmoles NADH min™ mg”
proteina; hojas viejas: 0.11-0.14 nmoles NADH min™ mg proteina), lo que
nos indica que esta enzima aunque no es fundamental en estos tejidos, si
puede contribuir a realizar la asimilacion en menor proporcion.

La GDH (Fig. 3.19) presenté un sesgo en el cociente hacia el
sentido aminativo en ambos tipos de hojas (relacién 1.5-1.6), mientras que
en las raices, la actividad no se vié favorecida en ningin sentido (relacién
de 1). A pesar de esto, la actividad que se detecté en raices fue 3 y 10
veces superior a lo determinado en hojas de plantulas y hojas maduras,
respectivamente.

En las hojas, la GDH no siguié el comportamiento reportado, i.e. no
se encontré mayor actividad durante la senescencia en comparacién con las
hojas jovenes (Masclaux-Daubresse et al., 2002; 2006). Al parecer, en
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plantas de chile habanero podria existir una tendencia natural hacia el
sentido aminativo en las hojas, independientemente de su estado fisiolégico.

¥ Hojas maduras

¥ Hojas plantula
¥ Raiz plantula

- e )

GS GOGAT-NADH GDH-NADH GDH-NAD+

Actlvidad nmoles min-1 mg-1 proteina

Enzimas

Figura 3.19. Comparacion de actividades enzimaticas en hojas maduras,
hojas de plantulas y raices de plantulas. Los datos corresponden a tres
repeticiones.

Como se pudo observar, las enzimas que presentaron mayor
variacion fueron la GS y la GDH, tanto en sentido aminativo como el
desaminativo, mientras que la GOGAT-NADH no presentd diferencias
significativas (Fig. 3.19), esto nos indica que en la planta de chile habanero
podrian existir mecanismos diferentes de regulacion dependiendo del tejido
en el cual se evaluen.

3.4. Contenidos de proteinas, amonio y aminoacidos en
placentas inmovilizadas, medios de cultivo y placentas
durante el periodo de post-cosecha

Con la finalidad de conocer cuales eran los niveles de los sustratos
necesarios para las funciones de las enzimas involucradas en la asimilacion
de amonio, se cuantificaron los contenidos de proteinas, amonio vy
aminoacidos. Los resultados que se obtuvieron se discuten a continuacion.
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3.4.1. Contenido de proteinas

Durante el analisis realizado en el estudio de placentas
inmovilizadas en cultivo in vitro, un parametro importante para determinar el
estado del tejido fue la cantidad de proteina soluble presente tanto en las
placentas como la liberada al medio de cultivo.

Con respecto a las placentas, en la figura 3.20, se puede notar una
importante pérdida en la cantidad de proteina durante los primeros tres dias
de cultivo, para luego, no presentar variaciones mayores.
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Figura 3.20. Concentraciéon de proteinas en placentas inmovilizadas
durante un ciclo de cultivo. Los datos corresponden al promedio de tres
repeticiones y las barras verticales, a la desviacion estandar.

En contraste, la concentracion de proteina en el medio de cultivo
(Fig. 3.21) aument6 de manera significativa hasta el quinto dia de cultivo (16
veces por encima del dia cero), para después disminuir aproximadamente a
la mitad, alcanzando los niveles determinados en el dia tres.
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Figura 3.21. Concentracién de proteinas en los medios a lo largo de un
ciclo de cultivo de placentas inmovilizadas. Los valores corresponden al
promedio de tres repeticiones y las barras verticales corresponden a la
desviacion estandar.

En placentas de frutos durante el periodo post-cosecha (Fig. 3.22),
se observo que el contenido de proteinas tuvo muy poca variacion.

<~
® © N &
T T T 1

Concentraclén de Protelna
mg proteina/ g PF placenta
» o

(4] 1 3 S 7
Tiempo {Dias)

Figura 3.22. Concentracion de proteina en placentas provenientes de frutos
frescos analizadas durante un periodo de siete dias. Los datos
corresponden al promedio de tres repeticiones y las barras verticales, a la
desviacién estandar.
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Si se comparan los patrones observados en las placentas en
periodo de post-cosecha con aquellas que fueron inmovilizadas, se pudo
apreciar que hay diferencias notorias; en las inmovilizadas, el contenido de
proteina tendi6 a disminuir a lo largo del ciclo de cultivo, mientras que en las
otras, esta disminucion no se presentd. En contraste, en frutos senescentes
de tomate (Gallardo et al., 1988), el contenido de proteina tiende a
incrementarse durante el proceso de maduracion.

Por lo que respecta a las concentraciones reportadas, en el cultivo
de placentas inmovilizadas se encontraron cantidades comparables a las
detectadas en los tomates en el periodo de maduracién temprana (0.14 mg
proteina g”' PF, coloracion rosa-nivel 2).

3.4.2. Contenido de amonio

Los niveles de amonio en las placentas (Fig. 3.23) tendieron a
incrementarse con el paso del tiempo, siendo el dia tres el dia de maxima
acumulacion interna, para luego disminuir, y mantener un nivel cercano a
los 3.0 mg g” PF, el cual esta ligeramente por encima del nivel de amonio
inicial.
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Figura 3.23. Contenido de amonio en placentas inmovilizadas durante un
ciclo de cultivo. Los valores corresponden al promedio de tres repeticiones y
las barras verticales a la desviacion estandar.
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En el medio de cultivo (Fig. 3.24), el incremento se dio mas
lentamente, con un maximo en el dia 5, y al igual que ocurre en las
placentas, el contenido disminuyé regresando a niveles ligeramente
superiores a los iniciales.
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Figura 3.24. Contenido de amonio en medio de placentas inmovilizadas
durante un ciclo de cultivo. Los datos corresponden al promedio de tres
repeticiones y las barras verticales,a la desviacion estandar.

Eymar y colaboradores en el 2000, reportaron que la cantidad de
amonio y nitrato disminuyeron en el medio de cultivo a lo largo del
experimento, aunque en el caso de su estudio mas reciente, al adicionar
carbon activado al medio de cultivo para que el pH se mantuviera constante,
se favorecié una completa toma de nitrato, por lo que la cantidad de amonio
en el medio tendié a incrementarse.

En suspensiones celulares de Pinus pinaster con nitrato como Unica
fuente nitrogenada, se observé la acumulacion de amonio en el medio
comenzando en el dia tres y alcanzando un maximo en el 18. Esto lo
explican con base a la disminucién en la viabilidad del cultivo (Azevedo et
al., 2008).

En este trabajo, se observé que en las placentas in vitro se esta
dando un flujo de amonio entre el medio de cultivo y el tejido placentario.
Ademas, el hecho de que la cantidad de amonio al final del ciclo
disminuyera, tanto en las placentas como en el medio de cultivo, podria
sugerir que las placentas inmovilizadas se encuentran viables, y que las
reacciones fisioldgicas que involucran a este compuesto, se encuentran
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activas depurando este compuesto y quiza, se esté favoreciendo la
formacion de diversos compuestos nitrogenados.

En los andlisis llevados a cabo en placentas durante un periodo
post-cosecha, el contenido de amonio tendio a incrementarse ligeramente a
lo largo del tiempo (Fig. 3.25). Esto podria deberse, a que durante este
periodo, muchas proteinas son degradadas, liberando el nitrégeno en forma
de amonio.

14
om 12
g‘s’
s 10 |
- s
'S& 8
s>
e 6 |
g2
i) T
g a2l
o . ; ; ; )
[ | 3 5 7
Tiempo {Dias)

Figura 3.25. Contenido de amonio en placentas provenientes de frutos
frescos analizadas durante un periodo de siete dias. Los datos
corresponden al promedio de tres repeticiones y las barras verticales, a la
desviacion estandar.

En el estudio realizado en el proceso de maduracion de tomate
(Gallardo et. al., 1988), se ha reportado que no existen cambios importantes
en el contenido de amonio, mientras que en las placentas en periodo post-
cosecha, los cambios observados indicarian que en éstas se estan dando
todavia muchas reacciones metabdlicas relacionadas a la asimilacion y la
reasimilacion de amonio.

3.4.3. Contenido de aminoacidos

En cuanto a esta poza, se determind que el contenido de
aminodcidos en las placentas (Fig. 3.26) tuvo una ligera disminucién a lo
largo del ciclo de cultivo, que no sobrepasdé en mas de una unidad a los
niveles encontrados al inicio del ciclo.
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Figura 3.26. Contenido de aminoacidos en placentas inmovilizadas durante
un ciclo de cultivo. Los datos corresponden al promedio de tres repeticiones
y las barras verticales, a la desviacién estandar.

El contenido inicial de aminoacidos en el medio deberia de ser de 2
Mg ml”", dado que en su composicion se incluye a la glicina en esa
concentracion. No obstante, en el dia cero se detectaron 4 mg ml”, esta
discrepancia puede deberse a que el método de detecciéon con ninhidrina
pudo haber reaccionado con otros compuestos que contienen nitrégeno,
como las vitaminas, entre otros. En la figura 3.27, no se observaron cambios
significativos en el curso temporal del andlisis realizado.
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Figura 3.27. Contenido de aminoédcidos en los medios de placentas
inmovilizadas durante un ciclo de cultivo. Los valores corresponden al
promedio de tres repeticiones y las barras verticales, a la desviacion
estandar.
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En el caso de las placentas durante el periodo post-cosecha (Fig.
3.28), el contenido de aminoéacidos también se mantuvo en niveles
constantes. En estas placentas, el contenido de aminoacidos fue de
aproximadamente dos veces el encontrado en las inmovilizadas; sin
embargo, al tomarse en cuenta la cantidad de aminoacidos liberados al
medio por las placentas inmovilizadas, se podria decir que este contenido
fue casi el mismo.

Concentraclén de aminodcldos
mg de AA/ g PF placenta
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Figura 3.28. Contenido de aminoécidos en placentas provenientes de frutos
frescos analizadas durante un periodo de siete dias. Los datos
corresponden al promedio de tres repeticiones y las barras verticales, a la
desviacion estandar.

Estos resultados sugieren que, al no existir variaciones en la poza
de aminoacidos, se requiere de una concentracion basal que se tiende a
mantener, independientemente de los procesos metabdlicos que se estén
llevando a cabo en el tejido. Esto contrasta con lo que se reporta en frutos
senescentes de tomate (Bortolotti et al., 2003), en donde el contenido total
de aminoacidos disminuye durante la maduracién, asi como en hojas de
tabaco (Masclaux-Daubresse et al., 2006) y girasol (Cabello et al., 2006), en
donde la cantidad de aminoacidos tiende a incrementarse, cuando las hojas
envejecen.
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3.5. Discusion general

En este trabajo se cuantificé la actividad de las enzimas de
asimilacion de amonio en placentas inmovilizadas de chile habanero, con la
finalidad de evaluar la capacidad del tejido placentario para llevar a cabo el
proceso de asimilacion de amonio, a fin de proveer de precursores para la
sintesis de capsaicinoides en este tejido.

Para ello, se determinaron las actividades de las enzimas
involucradas en este proceso (GDH, GS y GOGAT) tanto en placentas
inmovilizadas como en placentas en periodo post-cosecha que fueron
tomadas como un posible control del proceso de maduracion.

Con respecto a los analisis realizados, se logré observar que en el
caso de la GDH se presenta mayor actividad en el sentido aminativo, tanto
en las placentas inmovilizadas como en las placentas en periodo post-
cosecha cuando se elevan los niveles de amonio (Figs. 3.8, 3.10, 3.23 y
3.24). Este contenido de amonio no se debe a la degradacion de glutamato
realizada por esta enzima, pues en las placentas inmovilizadas se presento
una disminuciéon de su actividad en sentido catabodlico (Fig 3.11). En las
placentas en periodo post-cosecha no hubo variacion en el comportamiento
de la enzima que justifique el incremento de los niveles de amonio (Fig
3.12); sin embargo, la acumulacién de amonio se puede explicar con base
en la liberaciébn en otros procesos metabdlicos, como pueden ser la
fotorespiracion y la degradacion de nucleétidos y vitaminas (Dubois et al.,
2003).

La GS se mantiene como la via principal por la que las placentas
asimilan amonio, pues en ambos casos (placentas inmovilizadas, Fig. 3.15y
periodo post-cosecha, Fig. 3.16), su actividad se incrementa a lo largo del
periodo de andlisis.

Por otro lado, la GOGAT pareceria requerir de cierta cantidad de
glutamina acumulada para activarse, ya que se observdé que cuando la
actividad de GS se incrementa, la primera disminuye su actividad. Este
patron se observé tanto para las placentas inmovilizadas como para las
placentas en periodo post-cosecha (Figs. 3.17 y 3.18). Ademas, en las
placentas inmovilizadas se determiné que al disminuir GS su actividad en el
dia siete, hubo un incremento concomitante en la actividad de GOGAT.

En el tejido placentario, la GDH y la GOGAT (Fig. 3.19) actian de
manera similar a las raices, mientras que la GS lo hace como en las hojas
de plantulas. Adicionalmente, en los distintos érganos de las plantas la GDH
tiene una funcién aminativa (raices y hojas), mientras que no ocurre asi en
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los frutos (placentas en el periodo post-cosecha). Este comportamiento de
las placentas inmovilizadas pudiera explicarse con base en las condiciones
bajo las cuales se encuentra este cultivo, puesto que se ha reportado que la
GDH en el sentido aminativo es activada por luz y exceso de amonio en el
medio (Melo-Oliveira, et. al., 1996; Dubois et al., 2003).

Por otra parte, la GS si presenta un comportamiento fisiolégico
diferente, tanto en las placentas en periodo post-cosecha, asi como en las
placentas inmovilizadas, por lo que esta enzima podria estar bajo un tipo de
regulacion diferente al que ocurre en las hojas y a diferencia de la GDH, es
independiente de las condiciones del medio de cultivo.

Finalmente el hecho de no observar cambios significativos en el
contenido de aminoacidos, a pesar del incremento en las actividades de las
enzimas involucradas sugiere que los aminoacidos recien sintetizados son
utilizados inmediatamente, quiza para la sintesis de capsaicinoides, ya que
en los dias que se present6é una mayor actividad de las enzimas (dias 3y 5
para GDH y GS), hubo una recuperacion del 17% del contenido de estos
compuestos en el cultivo de las placentas inmovilizadas (Cuadro 3.1), y por
tanto, el nivel endégeno se mantiene constante.

En la figura 3.29, se describe lo que podria estar sucediendo en el
tejido placentario durante el ciclo de cultivo, en donde primero se produce
una disminuciéon de la actividad de GDH-NAD®, con base en la
disponibilidad de amonio en el medio de cultivo. EI amonio liberado
internamente provoca un incremento en la actividad de las enzimas
principales de asimilacion de amonio, GS y GDH-NADH. Al mismo tiempo,
se incrementa la concentracion de aminoéacidos, entre ellos la glutamina,
para que GOGAT-NADH pueda actuar y acoplarse a la actividad de GS. Los
aminoacidos sintetizados pueden entonces ser empleados en la sintesis de
los capsaicinoides.
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Figura 3.29. Modelo teérico que explica los eventos que se encontraron
durante el analisis llevado a cabo. 1. Incremento intracelular de amonio,
disminucién de la actividad de GDH desaminativa. 2. Incremento de GS y
GDH aminativa. 3. Disminuciéon de GDH aminativa, baja concentracion de
amonio, se eleva la concentracién de aminoacidos y capsaicinoides, asi
como la actividad de GOGAT. 4. GS y GOGAT se acoplan como ciclo.
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Capitulo 4

Conclusiones y perspectivas

Las placentas inmovilizadas de chile habanero constituyen un buen
modelo para el estudio del metabolismo primario de nitrégeno, ya que los
capsaicinoides que se sintetizan en este tejido (Kim et al., 2001; Blum et al.,
2003) requieren de precursores provenientes del metabolismo primario,
como son los aminoacidos, por lo que en este trabajo, se pretendié tener un
acercamiento sobre los procesos metabdlicos que conlleva la asimilacion
del amonio y establecer la relacién que existe con la capacidad del tejido
placentario para la produccién de capsaicinoides.

Los datos que se derivan de este estudio permiten concluir que las
placentas inmovilizadas son capaces de realizar el proceso de asimilaciéon
de amonio. Seria deseable establecer estudios enfocados en el seguimiento
del nitrégeno en la molécula de amonio para comprobar que este elemento
asimilado es el que se utiliza para la sintesis de capsaicinoides.

Ademas, se propone realizar estudios sobre el comportamiento de
estas enzimas bajo diferentes condiciones de luz y fuentes nitrogenadas,
con el fin de establecer el efecto que estas condiciones pudieran tener en
los analisis realizados, puesto que se sabe que estos factores tienen efecto
a nivel regulatorio sobre las actividades enzimaticas analizadas.

Otros estudios que nos brindarian un panorama mas completo en

cuanto a la regulacion de estas enzimas serian a través de la realizacion de
estudios moleculares y el uso de inductores del metabolismo secundario.

75



4.1. Bibliografia

Blum, E., M. Mazourek, M. O’Connell, J. Curry, T. Thorup, K. Liu, M. Jahn
and |. Paran (2003). Molecular mapping of capsaicinoid biosynthesis genes
and quantitative trait loci analysis for capsaicinoid content in Capsicum.
Theoretical and Applied Genetics, 108, 79-86.

Kim, M., S. Kim, S. Kim and B. D. Kim (2001). /solation of cDNA clones

differentially accumulated in the placenta of pungent pepper by suppression
subtractive hybridization. Molecules and Cells, 11, 213-219.

76



