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INTRODUCCION

El chile habanero (Capsicum chinense) es uno de los mas picosos, y tiene gran
importancia en el estado de Yucatan por su variabilidad y diferentes niveles de picor. El
picor se debe a unos compuestos pseudo-alcaloides llamados amidas de vainillilamina
con &cido grasos de Cg-C44 metilados en el pendltimo carbono y con presencia/ausencia
de un doble enlace trans. Entre estos compuestos estd la capsaicina y la
dihidrocapsaicina contribuyen con mas del 90% del picor de los frutos del género
Capsicum. Diversos estudios sugieren que la biosintesis y acumulacion de capsaicinoides
ocurre especificamente en las células epidérmicas del septo interlocular de ia placenta del
fruto (Stewart ef al., 2007). En contraste con la biosintesis, hay pocos reportes acerca de
su catabolismo. Por ejemplo, las peroxidasas aisladas de los frutos de Capsicum annuum
oxidan la dihidrocapsaicina (Bernal et al., 1993a) y la capsaicina (Bernal ef al., 1993b,
1995) en 5,5'-dicapsaicina y 4'-O-5-dicapsaicina (Bernal y Ros-Barceld, 1996). Las
peroxidasas son eficientes catalizadores en las oxidaciones in vitro de capsaicina y
dihidrocapsaicina. Los productos de oxidaciéon de la capsaicina por peroxidasas han sido
reportadas en los frutos de Capsicum (Diaz et al., 2004; Martinez—Juarez et al., 2004).La
biosintesis o degradaciéon de capsaicinoides en los frutos de Capsicum esté influenciada
por factores genéticos y ambientales, como puede ser el tipo de suelo, las propiedades
osmoéticas, los componentes nutricionales y las deficiencias hidricas (Sung ef al.,, 2005;
Diaz et al., 2004; Estrada et al., 1997). Las alteraciones producidas por el déficit hidrico
sobre la cantidad de metabolitos secundarios son complejas, debido a que estas afectan
la adquisicion de carbono y nutrientes, asi como transporte de solutos en la planta. De
esta manera, la concentraciéon de metabolitos secundarios puede disminuir o aumentar
(Estrada et al.,, 2000). Ruiz-Lau y colaboradores (Ruiz-Lau et al., 2011) observaron un
aumento en la concentracion de capsaicina en plantas de C. chinense bajo condiciones
de estrés hidrico con la disminucién de la actividad de la capsaicina sintetasa, enzima
que condensa vainilllamina y el acido graso para formar capsaicina. Por esto es
necesario estudiar la relacion entre estas enzimas, peroxidasas y capsaicinoide sintetasa,
con el contenido de capsaicinoides. Asi, el objetivo del presente trabajo fue estudiar el
papel del déficit hidrico sobre el metabolismo de los capsaicinoides en frutos de chile

habanero.
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ANTECEDENTES
1.1, Estrés hidrico

El agua, es el componente més importante de la vida, esencial para los seres humanos y
la produccién agricola. Las plantas estan expuestas con frecuencias a los problemas
ambientales, tales como la sequia y las aitas temperaturas. El estrés hidrico es una de las
principales limitaciones para el sector agricola. Los efectos del estrés hidrico sobre el
crecimiento de las plantas varian entre las especies. Los mecanismos morfolégicos que le
permiten a las plantas adaptarse a la escasez de agua incluyen la reduccion en el tamafio
de la hoja y la biomasa aérea, el llenado de las semillas, el control de los estomas, el
ajuste osmodtico y la tolerancia a la deshidrataciéon celular (Pedrol et al., 2000, Turner y
Begg, 1998). En diferentes especies vegetales se ha observado que las respuestas
fisiolégicas por estrés hidrico son variadas y es factible incrementar la eficiencia en el uso
del agua, disminuyendo la humedad aprovechable hasta cierto nivel sin afectar
rendimiento (L6pez et al., 2008). El estrés por falta de agua se traduce principaimente en
pérdida del color verde de las hojas, aumento de temperatura foliar e incremento de la
reflectancia de la luz infrarroja entre otros efectos (Mattson y Haack, 1987).

1.2. Estrés hidrico en plantas de Capsicum

Borges et al. (2008) reportaron el rendimiento del chile habanero como resultado de la
aplicacién de N, P,Os y K,O y de la suficiente disponibilidad de agua en la solucién del
suelo. Otros reportes (Jaimez, 2000; Pire y Colmenarez, 1994) sefialan que el rendimiento
disminuye a medida que la nutricién o la humedad aprovechable se reduce, como una
respuesta fisioloégica ante esta condicién, indicando esto ultimo que la traslocacién de

asimilados hacia los frutos disminuye a medida que aumenta el déficit de agua.

Por otro lado, existe una correlacién positiva entre la humedad aprovechable y potencial
hidrico foliar en chile habanero; regar con el 60% de humedad aprovechable cada dos
dias, incrementa el tamafio de la planta y su produccién foliar (May-Lara et al., 2011).
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1.3. Género Capsicum

Los chiles pertenecen al género Capsicum y son miembros de la familia de las
solanaceas. Estos presentan caracteristicas que los distinguen, como la forma, tamaro y
color, asi como los niveles de picor entre cada una de sus especies. Se han reportado
alrededor de 20-30 especies (Govindarajan, 1985). De esas, la FAO (Organizacion para la
Agricultura y la Alimentacion, USA) ha reconocido con base en las caracteristicas
morfoldgicas cinco especies domesticadas, las cuales son: C. chinense Jacq., C. annuum
L., C. frutescens L., C. baccatum L. y C. pubescens.

1.4. Capsicum chinense Jacq. (Chile habanero)

El chile habanero es uno de los cultivares con mayor intensidad de sabor y mas picante
del género Capsicum, causado, como mencionamos anteriormente, por la presencia de
capsaicinoides. Los chiles habaneros inmaduros son verdes, pero su color varia en la
madurez. El estado de Yucatan cuenta con la mayor diversidad de chiles criollos en el
pais, el chile habanero tiene su origen en el continente americano, donde fue introducido
a Cuba (Canul, 1996). Esta especie fue colectada por el taxdnomo Nikolaus von Jacquin

en el Caribe. La clasificaciéon taxonémica de esta especie se muestra en el Cuadro 1.1.

Cuadro 1.1. Descripcion taxonémica de la especie Capsicum chinense (Tun, 2001).

Reino Vegetal

Subreino Embriophyta

Division Angiosperma

Clase Dicotiledénea

Subclase Metachlamidea

Orden Tubiflorea

Familia Solanaceae

Género Capsicum

Especie Capsicum chinense Jacq.
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ocurria en la placenta.

1.8.1. Localizacién subcelular de los capsaicinoides

Fujiwake y colaboradores (1980) determinaron la localizacién de los capsaicinoides a nivel
subcelular. Sus estudios los llevaron a la conclusién que los capsaicinoides se encuentran
en su mayor parte en vesiculas o vacuolas de las células epidérmicas del septo
interlocular de la placenta (Fujiwake et al., 1980).

Zamski y colaboradores (1987) investigaron la sintesis y traslocacién de los
capsaicinoides en células que lo secretan. Estos autores observaron que los
capsaicinoides se sintetizan en el interior del compartimento del reticulo endoplasmico
(ER), y que migran a través del citoplasma en algunas vesiculas que se funden con el
plasmalema. La cuticula de estas céiulas se separa de las paredes durante este proceso,
formando una cavidad subcuticular donde se acumulan los capsaicinoides en la fase de
maduracién (Zamski et al., 1980).

La red genémica SOL (SNG; http://www.sgn.cornell.edu) es una base de datos central
que integra datos bioquimicos y gendmicos de la investigacion sobre las solanaceas. Un
componente de esta fuente de vias metabdlicas de las solanaceas es SolCyc, la cual cre6
una fuente metabdlica para CapCyc, en la base de datos especifica para Capsicum dentro
de SolCyc. Esto es fundamental para los estudios biolégicos estructurales de la
biosintesis de capsaicinoides alrededor de la informacién metabdlica que se encuentra en
la literatura. El esquema metabdlico de capsaicinoides no se ha actualizado en revisiones
de las vias relacionadas en otros organismos. El modelo comprobable CapCyc para la
biosintesis de capsaicinoides fue desarrollado con base en la bibliografia y bases de
datos metabélicos que incorpora el trabajo en Capsicum, relaciona géneros y organismos
modelos (Figura 1.1). Este modelo combina el metabolismo de fenilpropanoides,
benzenoide y la biosintesis de los acidos grasos de longitud de cadena ramificada, que
fueron considerados clasicamente como parte de la biosintesis capsaicinoides, e incluye
mas lejos la fenilalanina y la biosintesis de cadena ramificada de aminoacidos. La sintesis
de aminoacidos no se incluyé en la via de biosintesis de capsaicinoides, ya que los
aminodacidos se consideran metabolitos "primarios" (Mazourek et al., 2009).
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De las enzimas involucradas en la via de los fenilpropanoides, la fenilalanina amonio liasa
(PAL) convierte la fenilalanina en cinamato, el cual subsecuentemente es transformado en
cumarato, 4-coumaroil-CoA, cafeoil-CoA, feruloil-CoA, vainillina y vainilllamina por la
cinamato 4-hidroxilasa (C4H), la 4-coumaroil-CoA hidroxilasa ligasa (4CL),
lahidroxicinamoil transferasa (HCT), la cafeoil-CoA 3-O-metiltransferasa (CCoAOMT),
hidroxicinamoil-CoA hidratasal/liasa (HCHL) y la presunta aminotrasferasa (pAMT),
respectivamente (Mazourek et al., 2009). La reaccién final de la biosintesis de los
capsaicinoides, la condensacién entre la vainillilamina y el acido graso, es catalizada por
la capsaicinoide sintetasa (Fujiwake et al., 1980), enzima detectada en ensayos de

actividad con extractos proteicos crudos.

1.10. Capsaicinoides en érganos vegetativos

En estudios realizados por Estrada et al. (2002) se reporta la presencia de capsaicinoides
en hojas y tallos de Capsicum annuum después de su fructificacién. Ellos también
reportan que en plantas de la misma especie donde impidieron el desarrollo de los frutos,
no se detectaron estos compuestos. Ishikawa et al. (1998) reportaron el contenido de
capsaicinoides acumulado en la placenta de chile Jalapefio, también detectaron pequefnas
cantidades de capsaicinoides en las hojas y tallos. Ruiz-Lau et al. (2010) reportaron, que
a pesar de utilizar diversos métodos de deteccion, que no se encontraron capsaicinoides
en 6rganos vegetativos de plantas de chile habanero en plantas regadas diariamente ni

en plantas sometidas a estrés hidrico.

La fenilalanina amonio liasa es la primera enzima de la via de los fenilpropanoides y
también debe conducir a los capsaicinoides. La actividad de PAL se incrementa por
diversos factores, tales como la luz, dafio mecanico, invasién de microorganismos,
exposicién a polisacaridos fingicos y por efectos de dilucién en cultivos de células en
suspension (Martinez-Juarez, 2004). Se ha observado que la incorporacion de fenilalanina
a capsaicinoides es mejor cuando las actividades de PAL y C4H estan debajo de su
maximo nivel de actividad (Holden et al., 1987). En el mismo estudio se observé que en la
actividad de estas enzimas, en células inmovilizadas, fueron menores que en las células
en suspensién. Dado que los cultivos de células inmovilizadas acumularon niveles mas

altos de capsaicinoides que los cultivos en suspension, estos investigadores sugieren que

10
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(Yeoman et al, 1989). Todos esos reportes sugieren que la PAL y la C4H no son
limitantes para la biosintesis de l0s capsaicinoides.

1.11. Conjugacion y catabolismo

Los capsaicinoides se consideran productos finales de una via metabdlica y segin Holden
et al. (1987), una vez que se sintetizan en el fruto no son catabolizados. Sin embargo, es
posible que los capsaicinoides puedan sufrir degradacion durante el desarrollo del fruto.
Algunas investigaciones en los Ultimos afios han explicado como podria ocurrir el
metabolismo de capsaicinoides. La conjugacion de éstos, con azUcares y otros
compuestos podria ser uno de los motivos para la disminucion de los contenidos al final
del desarrollo del fruto. La conjugacion ofrece una forma de almacenar temporalmente
compuestos fendlicos hasta que las células los necesiten en el metabolismo. Sin
embargo, el analisis de frutos de Capsicum annuum var. annuum L. sélo revela una
cantidad considerable de compuestos fendlicos en forma de glucédsidos y vainillilamina
mientras que los capsaicinoides fueron detectados sélo en forma libre (Materska et al.,
2003; Lorizzi et al., 2001). Hasta ahora, los unicos reportes de sintesis del glucésido de
capsaicina se han dado en cultivos de células de Capsicum y varias especies pungentes
de Capsicum (Higashiguchi et al., 2006; Martinez-Juarez et al., 2004; Calva-Calva et al.,
1995).

Otra posibilidad para la disminucién del contenido de capsaicinoides en frutos y cultivos in
vitro es su degradacion. La capsaicina y dihidrocapsaicina disminuyen en frutos después
de que se observa destruccion celular (Diaz et al., 2004). Esta disminucion es
aparentemente debida a la oxidacion (Kirschbaum-Titze et al., 2002). Probablemente las
células de las placentas de Capsicum tienen algunas enzimas capaces de oxidar
capsaicinoides. Hay algunas pruebas que apunta a la peroxidasa (EC.1.11.1.7) como la
enzima relacionada con el metabolismo in vitro de los capsaicinoides (Martinez-Juarez,
2004; Bernal et al., 1993a y 1993b;).

1.12. Peroxidasas

Las Peroxidasas (Prxs) son enzimas oxidorreductasas que catalizan una reaccion en el
cual el perdxido de hidrogeno actda como aceptor de hidrégeno y el otro compuesto actua
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hemoperoxidasas en tres clases tomando en cuenta su secuencia de aminoécidos y
origen biolégico, y tienen diferentes funciones y mecanismos de reaccién (Cosio y Dunand
2009). La clase | incluye peroxidasas intracelulares de plantas y bacterias, encontradas en
citosol o cloroplasto. La clase // esta constituida por peroxidasas secretadas por hongos;
son glucoproteinas monoméricas con cuatro puentes disulfuro y dos sitios conservados de
unién a calcio. La clase I/l se integra por las peroxidasas de plantas; las cuales son
glucoproteinas monoméricas con cuatro puentes disulfuro conservados y con dos sitios de

unién a calcio (Schuller et al., 1996).

1.12.2. Reaccién general de las peroxidasas

La reaccion general de las peroxidasas es la siguiente:
Donante + H,0, =Donante oxidado + H,O

Existen tres tipos de reacciones en las que puede intervenir: reacciones peroxidativas,

oxidativas e hidroxilativas.

La reaccién catalizada por hemoperoxidasas clasicas es de deshidrogenacion oxidativa.
Aunque también catalizan una variedad de reacciones relacionadas, incluyendo la
transferencia de oxigeno, la ruptura de perdxido de hidrégeno y halogenaciones

peroxidativa.

La deshidrogenacion oxidativa involucra el procesos de la transferencia de un electrén

entre un oxo-hierro (IV) basados de las porfirinas — radical libre (ruta 2 en la Figura 1.3) o

un oxo-porfirina (IV) (ruta 3 en la Figura 1.3) y una diversidad de sustratos organicos e

inorganicos, como peréxido de hidrégeno, hidroperéxidos orgéanicos, peracidos, o los

oxidos inorganicos, tales como peryodato y el clorito. Como ejemplo de esta reaccién es

la polimerizacion espontanea de fenol y radical libre de anilina (Valderrama et al., 2002).
2RH+H,0, —» 2R+2H,0 —» R-R

La transferencia de oxigeno es desde el punto de vista de la sintesis, la transformacion
oxidativa catalizada por peroxidasas. Esta oxidacién es comparable a las realizadas por
monooxigenasas, tales como el citocromo P450. Las oxidaciones incluyen la oxidacion
heteroatomo (S-oxidaciéon y N-oxidacion), epoxidacién, y enlace C-H oxidacién (ruta 9 y
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hemo-haloperoxidasa.
RH+H202+H++X- —» RX+2H,0

Hemoproteinas no enzimaticas son capaz de catalizar reacciones como las peroxidasas
(Valderrama et al., 2002).

1.13. Papel de las peroxidasas en la oxidacién de capsaicinoides

Las peroxidasas pueden estar relacionadas directamente con el metabolismo de los
capsaicinoides, ya que la molécula de vainillina es facilmente oxidada por esta enzima
(Zapata et al., 1992).

Uno de los primeros reportes de la oxidacién de capsaicina por peroxidasas fue el de
Boersch et al. (1991). En ese estudio, la capsaicina se transformé en un dimero. La
oxidacion de capsaicinoides por la enzima extraida de frutos de Capsicum, seguido
espectrofotométricamente fue estrictamente dependiente de la presencia de H,0,. Esto
fue seguido experimentalmente por los cambios espectrales en la reaccién y los
capsaicinoides no se observaron en ausencia de H,O, (Diaz et al., 2004). En frutos
también se ha observado la oxidacion de capsaicinoides. Los cambios en el contenido de
capsaicinoides en relacién con la actividad de peroxidasa en los frutos fueron reportados
por Contreras-Padilla y Yahia (1998), quienes describieron el aumento de capsaicinoides
durante el desarrollo de frutos en chiles. Ellos observaron que las peroxidasas
aumentaron su actividad cuando la concentracién de capsaicinoides disminuyé al final de
la maduraciéon de los frutos. Esto sugiere que estas enzimas estan involucradas en la
degradacion de la capsaicina. Poco después, Estrada et al. (2000) encontraron que el
aumento en el contenido de capsaicinoides durante el desarrollo del fruto (42 dias) no
esta solo relacionado con el cambio en la actividad de peroxidasas, sino que también esta

relacionado con cambios de otras isoenzimas de peroxidasas.

1.13.1. Localizacion subcelular de las peroxidasas degradadoras de
capsaicinoides

Dos grupos importantes de isoenzimas peroxidasas pueden distinguirse en frutos de
Capsicum. El primer grupo esta compuesto por peroxidasas acidas (APrx) y el segundo
grupo corresponde a isoenzimas basico (BPrx) (Bernal et al., 1993c). En estas uitimas se
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1.15. Hipétesis

Si el contenido de capsaicina en frutos de chile habanero sometidos a estrés hidrico es
elevado, aun con una menor actividad de capsaicinoide sintetasa, entonces es posible
que la actividad de las enzimas peroxidasas esté modificada en los frutos de las plantas
estresadas.

1.16. Objetivo general

Estudiar el efecto del estrés hidrico sobre el metabolismo de capsaicinoides en frutos de
chile habanero.

1.17. Objetivos especificos

1. Determinar el perfil del contenido de capsaicinoides en frutos de plantas de chile
habanero sometidas a estrés hidrico.

2. Caracterizar las peroxidasas presentes en fruto de chile habanero relacionadas
con el metabolismo de los capsaicinoides y la sintesis de la capsaicinoide

sintetasa.

3. Dilucidar el papel de estas peroxidasas en la degradacién de capsaicinoides en

frutos de plantas de chile habanero sometidas a estrés hidrico.
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de invernadero (radiacién solar, riego y plagas).

2.2.3. Tratamiento de estrés hidrico

Para el experimento de estrés hidrico se utilizaron 20 plantas por tratamiento en bolsas
independientes. El estrés hidrico se aplicé mediante la suspension del riego. Se evaluaron
dos tratamientos: riego cada siete (R7) y cada nueve dias (R9). El riego fue de 1 L de
agua por planta y como testigo las plantas fueron sometidas a riego diario. Los
tratamientos se iniciaron después de la antesis.

2.2.4. Marcaje de flores y cosecha de frutos

Las flores se marcaron para registrar el dia de la antesis y los frutos se cosecharon 10,
20, 25, 30, 40, 45, 50 y 60 dias después de la antesis

El porcentaje de formacién de frutos se calculé a partir del nimero de flores que se
convirtieron en fruto, durante un lapso de 150 dias de tratamiento.

2.2.5. Extraccion y cuantificacion de capsaicinoides

La placenta, extraida de los frutos cosechados a diferentes dias después de la antesis
fueron liofilizados y usados para la extraccion de capsaicinoides donde se utilizé el
protocolo de Ruiz-Lau et al. (2011), donde se pes6é 0.1 g de placenta liofilizada, se
adicion6 10 mL de acetonitriio y se colocé a bafio Maria a 80 °C durante 4 h, el
sobrenadante se colecté y filtré utilizando filtros Millex-HV PVDF de 0.45 uym con jeringas
de 10 mL, el filtrado se inyecté en el cromatdgrafo liquido de alta resolucién con luz
ultravioleta (HPLC-UV).

Para la cuantificacién de capsaicinoides se utilizé la metodologia reportada Zamudio-
Moreno (2007) donde se utilizd un equipo de cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) de bomba cuaternaria, marca Agilent Technologies Series 1200, con detector de
arreglo de diodos. La separacion se efectué en una columna Phenomenex ODS2 (5 pm),
de 250 x 4.6 mm i.d. (Cheshire, England). Se realizé la elucién en gradiente con dos fases
moviles de éacido trifluoroacético (TFA) (A) y acetonitrilo (B), como sigue [Tiempo (min), 1
mM de TFA (%)]: 0:70; 10:10; 15:10; 20:70; 25:70. La velocidad de flujo se mantuvo a 1
mL/minuto, y el detector se fij6 en 230, 260 o 280 nm. Se registraron los espectros de
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Estos resultados no concuerdan con los reportes de Zhen et al. (2008) quienes
cuantificaron el contenido de capsaicina en pericarpio y placenta en Capsicum annuum L.,
encontrando un alto contenido de capsaicina en placenta con 0.668 mg/g a los 22 dias
después de la floracién, y en pericarpio con un 0.479 mg/g a los 29 dias después de la
floracién. Aunque debe sefialarse que los capsaicinoides detectados en semilla y
pericarpio puede deberse a contaminacion de estos tejidos durante el proceso de
separacién de las placentas del fruto. Por ejemplo Ruiz-Lau (2008), encontré mayor
concentraciéon de capsaicina en placentas de Capsicum chinense Jacq. con un valor de
62.90 mg/g PS a los 25 dias de la antesis y una minima concentraciéon en semilla de 0.67
mg/g PS y en pericarpio se encontrd 4.14 mg/g PS. Pero estos compuestos se
encontraron en estos tejidos posiblemente por una separacién imperfecta entre el septo
interlocular y el pericarpio. Asi, los resultados en este trabajo concuerdan con Ruiz-Lau et
al. (2011) donde encontraron mayor concentracién de capsaicina en placenta y por o

tanto en los seguimientos experimentales sélo se trabaj6 con esta parte del tejido.

Por otro lado se reportado en la literatura que la concentracién de metabolitos
secundarios en las plantas depende de la edad, el estado nutricional y de los factores
abiéticos y ademas se han encontrado alteraciones en la produccién de metabolitos
secundarios en las plantas estresadas, produciendo un aumento en la sintesis y
acumulacion de estos metabolitos (Estrada et al., 2000). En este trabajo se encontr6 que
el estrés hidrico abate la produccién de capsaicina pero estimula la de dihidrocapsaicina,
lo que concuerda parcialmente con lo reportado por Estrada et al. (1999) y quienes
encontraron que el estrés hidrico en plantas de Capsicum produjo un aumento en el
contenido de capsaicinoides.

Reportes de Estrada et al. (1999) y Sung et al. (2005), encontraron que las condiciones
ambientales y el estrés hidrico puede producir un aumento en la concentracion de
capsaicinoides en los primeros dias de floracion con 0.98 mg/g PS en frutos en déficit
hidrico y 0.06 mg/g en frutos en tratamiento testigo en la variedad Beauty Zest,
comparada con otras variedades como Hungarian y el Home Flavor, donde no hubo

diferencia entre tratamientos.
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Figura 2.3. Curso temporal del contenido de capsaicinoides en placentas de

fruto de chile habanero sometidas a estrés hidrico. Capsaicinoides (Cap +
DHC). Las barras verticales indican el error estandar, n=3.

2.4. Conclusiones

El estrés hidrico afect6 la produccion de flores de chile habanero en los tratamientos riego

cada siete y nueve dias en un 45.7 y 75.3%, respectivamente.

El estrés hidrico no afectd el porcentaje de flores que se convirtieron en frutos.

El estrés hidrico afectdé negativamente la acumulacion de capsaicina pero favorecio la de

dihidrocapsaicina, en plantas sometidas a estrés.
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3.2.2. Localizacion histoquimica de las peroxidasas en placenta de chile
habanero

La localizacién histoquimica de las peroxidasas en frutos de chile se realizé por impresion
del tejido en membranas de nitrocelulosa, siguiendo la metodologia de Bernal et al.
(1994b). Para ello se redujo la extremidad del pedinculo de chiles congelados. Los cortes
descongelados de frutos se colocaron sobre una membrana de nitrocelulosa y se
presionaron por 30 s. Posteriormente, la membrana se reveléd en una disolucién que
contenia 1.0 mmol/L de 4-metoxi-a-naftol, 0.1 mmol/L H,O,, y 50 mmol/L de buffer Tris
acetato (tris [hidroximetil] aminometano) (pH 5.0), por 10 minutos a temperatura ambiente.
Los controles se llevaron a cabo en ausencia de H,0,. Después de la tincién, las
membranas se enjuagaron con agua destilada secaron al aire y fueron fotografiada.

3.2.3. Extraccion y cuantificacion de proteinas totales a partir de placentas
de frutos de chile habanero

Para la extraccion de proteinas totales se basé en el método de Zamudio-Moreno (2007).
Se tomd 1 g de tejido fresco de placenta, se maceré en un amortiguador 50 mM de Tris-
HCI pH 7 y 1 M NaCl, 1 mM ditiotreitol (DTT), 5% glicerol, 0.1 mM fenilmetilsulfofluoruro
(PMSF), 40 mM EDTA, 0.2% de polivinilpirrolidona (PVPP), por 30 minutos a 4 °C, en una
proporcién de 1 g de biomasa con 3 mL de amortiguador. Posteriormente, el homogenado
se centrifugé 8000 rpm durante 20 minutos y el sobrenadante conteniendo las proteinas
totales fue colectado. Este extracto proteico fue concentrado en un tubo Amicon ultra-0.5
mL 3K para retirar la capsaicina endoégena del extracto, el concentrado proteico se usé

para los analisis enzimaticos.

La cuantificacion de las proteinas totales se realiz6 mediante el método de Bradford
(1976) utilizando albumina de suero bovino (BSA) como estandar.

3.2.4. Oxidacion de capsaicina mediada por peroxidasas

Para desarrollar el ensayo del actividad de peroxidasas la mezcla de reaccién se prepar6é
en un volumen final de 1 mL conteniendo capsaicina 250 uM, H,O, 150 uM, extracto de
proteina 10 pg, amortiguador 50 mM Tris-HCI, pH 7.0, la mezcla de reaccién se incubd
por 2 h a 30 °C y se detuvo con la adicién de acetato de etilo (3 veces), que a la vez sirvi6
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bafio Maria a 37 °C durante 2 h y se detuvo con etanol frio al 98%. La extraccion del
producto formado durante la reaccién (capsaicina) se realizd por cuatro veces sucesivas
con 500 uL de acetato de etilo. Después se evaporé con una corriente de N,, libre de
oxigeno y el residuo se resuspendié con 500 uL de etanol absoluto grado HPLC, se filtré
utilizando filtros Millex-HV PVDF de 0.45 um, en jeringa de 3 mL para la cuantificacién se
utilizé el equipo HPLC-UV.

3.2.7. Cuantificacion de capsaicinoides
Se utilizé la metodologia reportada por Zamudio-Moreno (2007) donde se utilizé un equipo

de cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) de bomba cuaternaria, marca Agilent
Technologies Series 1200, con detector de arreglo de diodos. La separacién se efectud en
una columna Phenomenex ODS2 (5 ym), de 250 x 4.6 mm i.d. (Cheshire, England). Se
realizé la elucién en gradiente con dos fases méviles acido trifluoroacético (TFA) (A) y
acetonitrilo (B), como sigue [Tiempo (min), 1 mM de TFA (%)): 0:70; 10:10; 15:10; 20:70;
25:70. La velocidad de flujo se mantuvo a 1 mi/minuto, y el detector se fij6 en 230, 260, o
280 nm. Se registraron los espectros de absorcién del pico de la capsaicina. La
integraciéon se fijé en 230, 260 y 280 nm. Para la cuantificacién de los capsaicinoides se
realiz6 una curva estandar de capsaicina y dihidrocapsaicina en un rango de 10 a 300 uM.

3.2.8. Electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE)

3.2.8.1. Desarrollo de la electroforesis bajo condiciones desnaturalizantes
Se siguio la técnica descrita por Laemmli (1970), preparando los geles al 10%, donde el

gel separador contenia: H,O destilada, 4.1 mL; Tris-HCI| 1.5 M, pH 8.8, 2.5 mL; SDS 20%
(w/v), 0.05 mL; Acrilamida/Bisacrilamida (30:0.8), 3.3 mL; Persulfato de amonio (10%),
0.05 mL; y por ultimo TEMED 0.01 mL. Después de 20 minutos aproximadamente se
realizo el gel concentrador que contenia; H,O destilada, 3.075 mL; Tris-HCI 1.5 M, pH
6.8, 1.25 mL; SDS 20% (w/v), 0.025 mL; Acrilamida/Bisacrilamida (30:0.8), 0.67 mL;
Persulfato de amonio (10%), 0.025 mL; y por ultimo TEMED 0.01 mL.

El gel separador se cargé con 60 pL de muestra (20 pg de proteina), se calenté a 100 °C
por 5 min y se diluy6 1:4 con buffer de carga. La muestra se corrié a voltaje constante por
20 minutos a 40 V seguidode 1 ha 100 V.

La composicion del buffer de corrida 5X, pH 8.3, para un litro contenia: Tris Base 15 g,
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3.3. Resultados y discusion
3.3.1. Localizacién histoquimica de las peroxidasas en placenta

Las peroxidasas se localizaron en la placenta y en el pericarpio de todas las plantas
independientemente del tratamiento (Figura 3.1). Se percibié un aumento en la tincién en
los frutos de aquellas plantas sometidas al estrés. También, la tincién se observé en las
orillas del pericarpio, esto es debido a que hay peroxidasas en todo el fruto. En el testigo

donde no se utilizé H,0,, la tincidn no fue observada (Figura 3.1).

Los frutos de chile (C. annuum var. annuum) contienen peroxidasas Bs, localizadas en la
vacuola. Bernal et al. (1994b) observaron la localizacién histoquimica de la actividad de
las peroxidasas donde los resultados revelaron que al igual que la capsaicina, las
peroxidasas se encuentran en la placenta y en las capas externas de las células
epidérmicas. Sung et al. (2005) reportaron una alta tincién del producto de la actividad de
peroxidasas en las placentas de los chiles Beauty Zest en los tiempos 40 y 50 dias
después de la floracion. Asi el objetivo del presente experimento fue corroborar la
presencia de la tincién del producto de la actividad de las peroxidasas en el mismo lugar
donde se ha reportado la presencia de capsaicinoides en frutos de plantas pertenecientes
al género Capsicum, o que nos sugiere que las peroxidasas pudieran estar involucradas

en la degradacion de capsaicinoides.
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Como la disponibilidad de agua es uno de los factores mas importantes para determinar la
supervivencia de las plantulas, las semillas pueden responder al cambio en el medio
ambiente hidrico, asi como a la temperatura, la luz, gases, y la disponibilidad de
nutrientes. Los mecanismos de latencia complejos y variados exhibidos por las semillas
son el resultado evolutivo de la seleccién de semillas que con éxito se puede interpretar la
informacién ambiental con el fin de iniciar el crecimiento en un momento favorable para el
establecimiento de plantulas (Elberse and Breman, 1990).
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Figura 3.2. Contenido de proteina soluble en la placenta de los frutos de
plantas de chile sometidas a estrés hidrico.

En los resultados se observa un mayor estimulo de proteina en las plantas sometidas a
un régimen de riego de cada nueve dias; este resultado es similar al reportado por Ahmad
Anjum et al. (2012), donde cuantifican proteina en dos variedades de Capsicum annuum y

observa que a mayor estrés hidrico hay un aumento en el contenido de proteina.

3.3.3. Establecimiento de las condiciones para la determinaciéon de la
actividad de las peroxidasas contra capsaicina

3.3.3.1. Efecto de la concentracion de proteina

L.a mayor cantidad de capsaicina consumida en la mezcla de reaccién se obtuvo a los 60

pg de proteina, este valor fue mayor, significativamente obteniendo 40 ug. Por lo tanto, se
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3.3.4. Establecimiento del tiempo de incubacion adecuado para la
transformacion de la capsaicina en presencia de extractos proteicos de
tejido placentario de chile habanero

Se realizaron diferentes reacciones enzimaticas usando 60 ug de proteina, en presencia
de un amortiguador que contenia 50 mM Tris-HCI pH 7, 500 pM de capsaicina, 150 uM
H,Q,, variando los tiempos de incubacion de la reaccién de 20 a 120 minutos con
intervalos de tiempo de 20 minutos. Se observé que la maxima transformacion de la
capsaicina fue a los 40 minutos con un consumo de 196 UM, después de ese tiempo no
se observdé consumo de capsaicina hasta los 100 minutos donde se observa una leve
caida del consumo de capsaicina (Figura 3.4).

Estos resultados tienen un comportamiento similar a los reportados por Zamudio-Moreno
(2007), al realizar la actividad in situ de un extracto de proteina idnicamente enlazada a
pared de células en suspensién de Capsicum annuum, donde los 50 minutos se obtuvo el
mayor consumo de capsaicina el cual fue de 95 uM. Los extractos de proteina de
placentas de chile habanero tuvieron una mayor actividad de transformacién en menos

tiempo, comparada con los resultados obtenidos por Zamudio-Moreno, (2007).
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Figura 3.4. Consumo de capsaicina (500 pM) a diferentes tiempos de

incubacion de tejidos placentario de chile habanero. Las barras indican el error
estandar de la media, n=3.
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Figura 3.5. Efecto de la temperatura de incubacién en la transformacion de la
capsaicina por peroxidasa en un extracto proteico de placenta de chile
habanero.

En la mezcla de reaccién de peroxidasas se varié el pH (3 - 8), para observar el mayor
consumo de capsaicina. Los datos obtenidos mostraron mayor actividad a pH 5 (Figura
3.5) donde hubo un consumo de capsaicina de 196 yM. Zamudio-Moreno (2007), usando
en extractos de proteina idbnicamente enlazada a pared de suspensiones celulares de
Capsicum annuum var. Jalapefio Chigol se obtuvo mayor actividad de peroxidasa a pH 7.
Bernal (1993 b) y Contreras Padilla y Yahia (1998) obtuvieron mayor actividad de la
peroxidasa a pH 6, localizada en las placentas de frutos. Estos investigadores también
encontraron que las peroxidasas basicas de alto p/ podrian estar relacionadas con el
metabolismo de capsaicinoides, porque la capsaicina y dihidrocapsaicina son facilimente
oxidadas por esta enzima.
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Figura 3.8. A) Contenido de capsaicinoides, B) Actividad de la capsaicinoide
sintetasa y C) Actividad de las peroxidasas. Las barras indican el error
estandar, n=3.

Se observa ademas que la actividad de la capsaicinoide sintetasa aumenta entre 3 y 5
veces en frutos de 45 dias después de la antesis de plantas con riego cada siete y nueve
dias, respectivamente; y entre 6 y 19 veces los frutos de 45 y 60 dias después de la
antesis dentro de las plantas sometidas a riego cada siete dias. Otro dato interesante es
que aunque las concentraciones de capsaicinoides totales en el testigo regado
diariamente aumentaron a medida que aumenté la edad fisiolégica del fruto, la actividad
de la enzima capsaicinoide sintetasa, no varia significativamente su actividad, lo que nos
pudiera estar indicando que la relacién entre anabolismo y catabolismo esta favorecida a

la primera.

Es importante destacar que en el caso de los frutos sometidos a estrés si hay una
correlacion positiva entre la actividad de la capsaicinoide sintetasa y la concentracion de
capsaicinoides en todos los casos, a excepcion como ya dijimos de los frutos de 60 dias
después de la antesis de plantas regadas cada nueve dias, donde no se detect6 actividad

de capsaicinoide sintetasa, aun mostrando la mayor concentracién de capsaicinoides.

Por ultimo, se analiz6 la actividad de las enzimas peroxidasas en frutos de chile habanero
(Figura 3.8 C), donde se destaca que al contrario de la concentraciéon de capsaicinoides
totales y de la actividad de capsaicinoide sintetasa, se observdé una disminucion en la
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Posteriormente, se utilizé la concentracion de anticuerpo de 2 mg/mL para realizar los
experimentos de inmunoinhibicién de la oxidacién de la capsaicina de las peroxidasas
extraidas de los frutos de plantas sometidas a estrés hidrico. En los resultados se observé
que el anticuerpo produjo una inhibicion de la oxidacién de la capsaicina en los
tratamientos de riego cada siete dias y riego cada nueve dias en frutos de 25 dias
después de la antesis (Figura 3.12). Este comportamiento fue similar en frutos de planta
de 45 dias después de la antesis, sometida a riego cada 9 dias, sin embargo los frutos de
plantas de 45 dias después de la antesis en tratamiento de riego cada siete dias no
mostraron diferencias con respecto al testigo. Un dato interesante es que en los frutos de
las plantas de 60 dias después de la antesis no se observd un efecto inhibitorio de los
anticuerpos, por el contrario se muestra que la oxidaciéon de la capsaicina incrementa a
medida que incrementa el tiempo de déficit hidrico. Estos resultados sugieren que en los
frutos de 60 dias la degradacién de capsaicina no esta mediada por la actividad de las
enzimas peroxidasas y el resto se puede deber a transformacién por otras vias de
degradacién de la capsaicina que probablemente puede ser una hidrélisis o una
glucosilacion.
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Figura 3.12. Inmunoinhibicion de la oxidacién de la capsaicina por peroxidasas
de extractos proteicos de frutos de plantas sometidas a estrés hidrico. Testigo,
T; riego cada siete dias, R7; riego cada nueve dias, RS. Las letras indican las
diferencias entre tratamiento.
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evapor6 con una corriente de N, libre de oxigeno y el residuo se resuspendié con 500 uL
de etanol absoluto grado HPLC. El extracto se filtré utilizando filtros Millex-HV PVDF de
0.45 ym, en jeringa de 3 mL. Para la cuantificacion se utilizé el equipo HPLC-UV.

4.2.2. Anadlisis de los ensayos enzimaticos por HPLC

Para la cuantificacién de capsaicina se utilizé un equipo de cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC) de bomba cuaternaria marca Agilent Technologies Series 1200 con
detector de arregio de diodos. Para la separacion del compuesto Z se realizé como los
acapites 3.2.7.

4.2.3. Purificacion del producto de transformacion de la capsaicina

La separacion y analisis del producto de dimerizacién de la capsaicina llamado producto Z
se logré mediante HPLC en 10 corridas repetidas en una columna semi-preparativa
Alltima de 5 micras (250 mm x 10.0 mm i.d.). La elucién se realiz6 con un gradiente de 1
mM de acido trifluoroacético (TFA) y acetonitrilo (ACN), se sigue [Tiempo (minuto), 1 mM
TFA (%)): 0:70; 10:10; 15:10; 20:10; 25:70. La velocidad de flujo se mantuvo a 2
mL/minuto, vy el detector se fij6 en 230, 260 y 280 nm. Después de la recoleccion, las
fracciones se combinaron (= 20 mL) y se extrajo con acetato de etilo (1:1, v/v). El
disolvente se evapord bajo una corriente de nitrégeno libre de oxigeno y la muestra se
resuspendié en 500 L de etanol. La pureza de las fracciones se verific6 mediante HPLC-
UV. Posteriormente, esta muestra se utilizé para los analisis de RMN y HSQC.

4.2.4. Analisis de RMN y HSQC

Los espectros de RMN para el compuesto se obtuvieron a 21 = 1 °C usando un
espectrometro Jeol ECA 500 equipado con una sonda multinuclear de 5 mm de pulsos de
gradiente de campo, con un tubo de muestra de 5 mm microsonda RMN 1.7 W / mm. Los
espectros se obtuvieron usando cloroformo deuterado (CDCI;). Los desplazamientos
quimicos fueron referenciados con respecto al estandar interno (CHs),Si (8 '"H =0, 8 °C =
0). Los espectros de 'H-RMN se registraron a 500 MHz, usando un ancho espectral de
9384.3 Hz, tiempo de adquisicion de 6.98 s, puntos 65,536, las exploraciones de 16 y un
retardo de relacién de 1 s. Los parametros HSQC en la dimensién 'H fueron como sigue:
desplazamiento, 3.87 ppm; barrido, 8.22 ppm, 1,024 puntos de datos, resolucion digital de
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5.1.2. Sintesis y degradacion de capsaicinoides en plantas bajo condiciones
de estrés hidrico

En los frutos de las plantas regadas diariamente se observé una actividad constante de la
capsaicinoide sintetasa en los tres momentos después de la antesis, y con respecto a los
tratamientos se observé una alta actividad en el tratamiento de riego cada siete dias a los
60 dias después de la antesis y en el tratamiento de riego cada nueve dia no se detectd
actividad de CS, comparadas con el testigo que fue menor a la actividad.

Los datos obtenidos no concuerdan con los reportados por Zhen et al. (2008), donde
reportan que el testigo tiene una alta actividad de CS de 0.95 nmol/mg proteina/hr en
placenta y pericarpio de Capsicum annuum L., a los 36 dias después de la floracion y
nuestros resultados no tienen diferencia en los tiempos 25, 45 y 60 dias después de la
antesis.

El reporte de Sung et al. (2005) de actividad de CS concuerdan con nuestros resultados
porque su comportamiento de la actividad de CS en déficit hidrico a los 40 dias después
de la floracién tienen mayor actividad (0.180 mmol/min/proteina) que el testigo.

Esto se observé con nuestros resultados obteniendo una actividad en riego cada siete
dias de 0.74 pkat/mg proteina a los 45 y a los 60 dias después de la antesis con 2.47
pkat/mg proteina (Figura 3.7 B) lo interesante fue que en el tratamiento de riego cada
nueve dias no se detectd actividad de capsaicinoide sintetasa a los 60 dias después de la
antesis. Este resultado concuerda con el reporte Ruiz-Lau et al. (2011), donde no
detectan actividad de capsaicinoide sintetasa a los 45 dias después de la antesis en
placentas de Capsicum chinense Jacq., en plantas sometidas a estrés hidrico, en donde
hay una disminucién de la actividad de la enzima y un aumento en la concentracion de
capsaicina conforme aumenta el estrés, esto sucede en nuestros resultados a los 60 dias
después de la antesis. La actividad de la CS con relacién al contenido de capsaicinoides
en el tiempo 25 dias después de la antesis del tratamiento riego cada nueve dias hay un
alto contenido de capsaicinoides de 54.758 mg/g de PS comparado con el testigo y riego
cada siete dias. Con respecto a la actividad de CS se detecté una alta actividad de 0.7909
ukat/mg proteina, comparada con el testigo y en riego cada siete dias se detecté menor

actividad.
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5.4. Perspectivas

Estudiar la disminucién de la capsaicina e incremento de la dihidrocapsaicina por efecto

del estrés hidrico.
Estudiar las diferentes vias catabdlicas de los capsaicinoides.

Analizar la actividad de la enzima peroxidasa, usando como sustratos una mezcla de

capsaicina y dihidrocapsaicina.

Evaluar los respectivos productos de degradacidon de la mezcla capsaicina vy

dihidrocapsaicina.
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