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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo, fue documentar la diversidad genética del chile habanero,
ademas de los genes genes y las rutas metabolicas que regulan la sintesis de capsaicinoides.
Los chiles (Capsicum spp.) son frutos de las plantas de un género llamado Capsicum, la
capsaicina y dihidrocapsaicina son los dos capsaicinoides principales que se encuentran en
los chiles picantes (mé&s del 90% del total de capsaicinoides), mientras que la
nordihidrocapsaicina, la homodihidrocapsaicina y la homocapsaicina estdn presentes en

cantidades maés bajas.

Ademas, de los altos niveles de capsaicinoides, el chile hanaero concentra altas cantidades
de carotenoides, compuestos fendlicos, vitamina C y A, y minerales, como hierro y calcio,
que favorecen la salud humana. Las actividades antioxidantes de los capsaicinoides y la
concentracion de vitaminas los hacen atractivos para aplicaciones potenciales en
alimentacion y farmacologia. En este documento, describimos brevemente parte de esas

importantes propiedades.

Palabras clave: Capsicum chinense Jacq, diversidad genética; pungencia; genes, sintesis,

rutas metabdlicas.
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1. INTRODUCCION

El género Capsicum lo integran alrededor de 35 especies, dentro de las cuales las de mayor
importancia por su domesticacion y superficie cultivada son Capsicum annuum L., Capsicum
frutescens L., Capsicum pubescens Ruiz & Pavon, Capsicum baccatum L. y Capsicum
chinense Jacq. (Bosland y Votava, 2012; Carrizo et al., 2013). México es centro de origen y
diversidad de C. annuum y ademas se encuentran presentes las especies C. frutescens, C.

pubescens y C. chinense.

En este sentido Aguilar et al. (2010) reportan para México 56 tipos de chile entre cultivados,
semicultivados y silvestres. Recientemente Vera-Sanchez et al. (2016) mencionan 64 tipos
de chile (95 % de éstos pertenecen a C. annuum), los que se distribuyen principalmente en
las zonas centro, sur y sureste de México. En México el chile es el octavo cultivo en cuanto
a valor econémico, con un volumen promedio de produccion de 2.2 millones de toneladas
anuales, de las cuales se exportan cerca de 900 mil en diferentes presentaciones (fresco, seco,
polvo, entre otros) (SIAP, 2018). La importancia de este cultivo radica en su valor
econdmico, alimenticio (especias y vegetales) y como generador de mano de obra. Es materia
prima para la industria alimentaria, farmacéutica, cosmética e industrial (Aza-Gonzélez et
al., 2011).

2. JUSTIFICACION

La demanda del chile habanero en el mercado nacional e internacional esta en aumento, sin
embargo, los problemas que enfrenta el cultivo para satisfacer esta demanda sigue siendo la
baja tecnologia de produccion, y el uso de variedades degradadas en su pureza varietal y
calidad de semilla. Por lo anterior, es impornante conocer la diversidad genética de del chile
habanero, ademas de los genes genes y las rutas metabolicas que regulan la sintesis de
capsaicinoides, a fin de identificar recursos fitdgenteticos que permitan el desarrollo de

hibridos comerciales.



3. OBJETIVOS

Presentar la diversidad genética del chile habanero.

Documentar cual es el niamero basico de cromosomas del chile habanero y cuél es el nimero

de ploidia que presenta

Documentar la sintetis de capsaicinoides, estructura quimica y niveles de pungencia.



4. REVISION DE LITERATURA
4.1 Diversidad genética del chile habanero

Capsicum chinense, como todas las especies de Capsicum, se origind en el hemisferio
occidental. Este cultivo es popular en todas las regiones tropicales y es la especie de chile
mas comun que se cultiva en el Caribe. Las formas de los frutos son diversas, como lo son
las de C. annuum. Las vainas pueden ser extremadamente picosas y aromaticas. Las plantas
varian entre 1 y 2.5 m de altura, dependiendo de condiciones ambientales. Las hojas son de

color verde, grandes y de textura arrugada.

Las flores tienen corolas blancas, anteras y filamentos morados. La planta genera de dos a
seis frutas por nodo y el color de los frutos varia de verde en la rojo, naranja, amarillo o

blanco. Aunque las variedades de C. chinense varian en color, la mayoria de los fruto tienen

un promedio de entre 80,000 y 150,000 SHUs.

’f W%

Figura 1. Variaciones de la vaina (Capsicum chinense).

Siendo un cultivo tropical las plantas de C. chinense crecen mejor en areas con alta humedad
y noches célidas. Hay una gran cantidad de tipos de vainas dentro de C. chinense, pero las
mas importantes se mencionan a continuacion; Aji Limo, Aji Panca’, 'Bhut Jolokia,
Cajamarca, Charapita’ (salvaje), Chocolate Habanero, Datil, Fatalii, NuMex Suave Orange,
NuMex Suave Red, Orange Habanero, Red Carribean y Rocotillo, enseguida se describen

algunas de sus caracteristicas.



4.2 Aji Limo

La vaina es pequefia y mide 1% a 3 pulgadas de largo por 1 a 1% pulgadas de ancho, es muy
picante y sus frutos miden de uno a 12 cm. Los frutos pueden adoptar formas esféricas o

alargadas y cuando estan maduras son de color rojo intenso, amarillo o naranja.

Figura 2. Capsicum chinense ‘Aji Limo.’

4.3 Aji Panca

La vaina tiene un grosor medio del pericarpio, y cuando madura es de color marrén burdeos
y suave en intensidad de picor. La planta de aji panca presenta una altura de 45 a 80 cm, el
tallo es erguido, ramoso y liso, con hojas ovado-lanceoladas de 10.5 cm de longitud, de color
verde obscuro, presenta de 3 a 5 flores por nudo, los pedunculos son corvados, caliz no
dentado, corola amarillo verdoso de 0.5 a 1 cm de longitud, el fruto es erguido, de color verde
claro a un marrén obscuro, contiene numerosas semillas unidas al tejido placentario que se
encuentra unido a la pared del fruto, el contenido de capsaicinoides es entre 150 a 335 mg
generando un grado de picor entre 1000 y 2500 unidades Scoville.



Figura 3. Apsicum chinense ‘Aji Panca’

4.4 Bhut Jolokia

Las plantas crecen hasta alcanzar los 4 pies de altura y producen una profusién de flores, a
veces hasta tres por nodo. Bhut Jolokia ’tiene una ascendencia unica. El analisis de ADN
conduce a la conclusién de que es un cultivar de C. chinense, pero en su pedigri tiene un poco

de Capsicum frutescens.

Esta variante con frutas de color chocolate llega a tener Unidades Scoville de hasta 800.000,
el chile viene del noreste de la India, sobre todo de las zonas de Assam, Nagaland y Manipur.
Las plantas tienen 57 hasta 129 cm de altura y los chiles son de 5 a 8.5 cm de largo y tienen
un didmetro de 2.5 a 3 cm. EI Bhut Jolokia tiene una larga temporada de crecimiento, el
tiempo de cosecha es de por lo menos 100 dias a 130 y la decoloracidn del fruto es de verde

a oscuro.

Figura 4. Capsicum chinense '‘Bhut Jolokia'

4.5 Chocolate Habanero



Este chile se llama "chocolate™ no por su sabor sino por su color. Porque la vaina madura a
un color marrén chocolate. Es uno de los tipos de habanero con mas picor. EI Chocolate
Habanero produce vainas que alcanzan 2 pulgadas de largo y 1% pulgadas de ancho. El
tiempo de cosecha es de por lo menos 90 dias y la decoloracion del fruto es de verde a marron.
Chocolate Habanero se utiliza comunmente en la preparacion de salsas sus unidades en escala
Scoville son de 300.000/425.000.

Figura 5. Capsicum chinense ‘Chocolate Habanero’

4.6 Datil

"Datil" se cultiva en el area de St. Augustine, Florida, donde la mitologia lo rodea. Se dice
que un grupo de trabajadores contratados. Originario de la isla de Menorca lo trajo a San
Agustin en 1777 de un asentamiento abandonado en New Smyrna, Florida. Algunos dicen
que llevd las semillas desde Espafia, pero los expertos creen que es improbable. David Nolan
de San Agustin dice que “fue llevado a San Agustin, alrededor de 1880, de Chile, en América
del Sur, por un fabricante de jalea llamado S. B. Valls. "Nunca ha visto ninguna referencia a
"Datil" estd en San Agustin antes de esa hora. El cree que fue adoptado por los residentes
locales de Minorcan como parte de su cocina en lugar de que ser traido con ellos o recogido
en el camino. Ademas, €l dice que datil no es solo una palabra en espafiol, sino que también
es una palabra en la lengua quechua del imperio incaico, con un rango de 100.000 a 300.000
unidades Scoville, crecen hasta aproximadamente 8 cm de largo y maduran hasta alcanzar un
tono amarillo anaranjado o rojo, dependiendo del tiempo que los dejemos madurar en la

planta.



4.7 NuMex Suave Orange, NuMex Suave Red

La palabra suave es espafol para suave, suave o suave, Yy estos las vainas bajan suavemente,
ya que son algunos de los habaneros més suaves alrededor, criado para aquellos que quieren
disfrutar del fantéstico sabor y aroma. De un habanero, pero no del calor. Las plantas crecen
de 3 a 4 pies de alto en su totalidad. Sol o sombra parcial. Las vainas se parecen a las vainas
de habanero estandar, y cada planta produce hasta cien de ellas. Las vainas tienen el mismo
sabor y aroma como los chiles habaneros mas potentes, pero que tiene una calificacion de
calor de solo 800 SHU. Las vainas tienen un sabor citrico. Con un matiz anaranjado-limoén y
un aroma a albaricoque. El calor esta en la parte posterior de la boca y la garganta y no en

los labios y la lengua.

Figura 6. Capsicum chinense ‘NuMex Suave Orange’



Figura 7. Capsicum chinense ‘NuMex Suave Red’.

4.8 Orange habanero

Habanero naranja podria considerarse el estandar de oro para habaneros Su vaina tiene forma
de linterna, el habanero se cultiva en la peninsula de Yucatan. México y en Belice, y la
produccion comercial se ha expandido a Costa Rica y los Estados Unidos. Es probablemente
el primer chile “ex6tico”. Pimienta para ganar fama y aceptacion entre la pimienta de chile
apreciacion publica en los Estados Unidos. Las vainas, que son 2% pulgadas de largo y 1
pulgada de ancho en los hombros, comienzan en verde y luego maduran hasta convertirse en
una naranja cerosa y brillante, pimiento arrugado de 100,000 — 300,000 unidades en la escala
Scoville.

Las frutas se utilizan frescas en salsas, cocinado directamente en platos, o fermentado para

hacer una salsa picante.

Figura 8. Capsicum chinense ‘Orange Habanero’



4.9 Red caribbean

Red Caribbean es dos veces mas caliente que ‘Orange Habanero’, con un calor calificacion
de maés de 400,000 a 450.000 Scoville, lo que lo hace mas de ochenta veces jMas caliente
que un jalapefio! Las plantas producen grandes rendimientos de arrugas ligeramente, vainas,
1% pulgadas de largo por 2 pulgadas de ancho. Las vainas cambian de verde claro al rojo
brillante cuando maduran y tienen el mismo sabor distintivo como el habanero, los pequefios
frutos de 4-6 cm de largo y 2-3 cm de ancho, la planta alcanza 80-120 cm de altura y se puede

cultivar adentro, las vainas pueden usarse en salsas, adobos y, por supuesto, en salsa picante.

il 4
Figura 9. Capsicum chinense ‘Red Caribbean’

4.10 Rocaotillo

En la isla de Puerto Rico y en las Indias Occidentales, el m&s comdn chile es ‘rocotillo’, que
no debe confundirse con la variedad de Capsicum baccatum que lleva el nombre comdn de
rocotillo. La vaina ‘Rocotillo’ tiene una forma similar a la del capo escocés, pero tiene un
pedicelo largo. Su calor es considerablemente inferior al de la norma. Capo escocés,
alrededor de 1000 SHUSs. Las vainas cambian de verde a rojo durante un periodo de 150 dias,
haciendo de esta una variedad de temporada completa. Las plantas de "rocotillo” crecen de 3
a 4 pies de altura, un poco mas altas que otros Chiles pimientos, y se convierten en un dosel
grueso. Las plantas producen buenos rendimientos de vainas colgantes, que miden de 1
pulgada a 12 pulgadas de largo por 1 pulgada a 1% pulgadas de ancho, que maduran de verde

a rojo. Las vainas son perfectas para sazonando auténticos platos puertorriquefios.



Figura 10. Capsicum chinense ‘Rocotillo’

5. Numero de cromosomas del chile habanero y cual es el nimero de ploidia que
presenta

El género Capsicum, lo integran alrededor de 30 especies, dentro de las cuales las de mayor
importancia por su domesticacion y superficie cultivada son Capsicum annuum L., Capsicum
frutescens L., Capsicum pubescens, Capsicum baccatum L. y Capsicum chinense Jacq.
(Bosland y Votava, 2012; Carrizo et al., 2013). Diversos autores, se han centrado en la
taxonomia de este género (Hunziker, 1950; Heiser y Smith, 1953; Eshbaugh, 1979, 1980;
Barboza y Bianchetti, 2005) y la investigacion de diferentes campos ha contribuido al
conocimiento de la diversidad genética en el género vy las relaciones entre las especies, por
ejemplo, los analisis morfoldgicos y los analisis citogenéticos moleculares (Pickersgill et al.,
1979; Scaldaferro et al., 2006).

Segun la literatura consultada, se han realizado trabajos en el campo de la citogenética en el
género Capsicum, y se ha establecido que son diploides con un numero béasico de x=12 como
cifra constante que identifica al grupo (Alcorces, 1994). Sin embargo, Pozzobon y Wittmann
(2006) sugirieron dos lineas evolutivas diferentes en la diversificacion de este género, que se
muestra mediante separacién entre las especies silvestres (nUmero de base x=13) y las
especies domesticadas (x=12).

Moscone et al. (2007), con el uso citogenética evaluaron la evolucién de los chiles
(Capsicum- Solanacea) y reportaron los numeros de cromosomas para 23 de las 30 especies
reconocidas, distinguiendo dos grupos de especies: uno con 2n=2x=24 (13 especies), dentro

de los cuales se encuentran, C. chinense, C. chacoense, C. galapagoense, C. annuum
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(variedades glabriusculum y annuum), C. frutescens, C. baccatum (variedades baccatum,
pendulum y umbilicatum), C. praetermissum, C. exiniium, C. cardenasii, C. pubescens C.
tovarii y C. flexuosum. Lo anterior concuerdo con lo reportado por Alcorcés-Guerra (2001),
quien indicd que al evaluar cuatro selecciones de C. chinense, los cromosomas y los
cariotipos de las cuatro selecciones estudiadas mostraron 2n= 24. Asimismo, Willame-
Rodrigues et al. (2015) mencionaron que al determinar el nimero de cromosomas y el
cariotipo de C. annuum, C. chinense, C. frutencens, obtuvieron un nimero de cromosomas

2n=2x=24 para cada una de las especies estudiadas.

A diferencia de las siete especies que se mencionan a continuacion; C. mirabile, C.
schottianum, C. pereirae, C. campvlopodium, C. recurvatunj, C. villosum y C. rhomboideum,
las cuales poseen 2n=2x=26. La diferencia entre estas dos especies (2n=24 y 2n=26), se debe
a que las especies 2n=24, tienen cariotipos comparativamente mas simétricos, la mayoria con
11 m + 1 cromosomas St de tamafio bastante homogéneo en el complemento haploide. En
contraste, las especies 2n=26 tienen complementos mas asimétricos, con un aumento
numeérico de sm (1 a 6) y cromosomas St (1 a 2). En general, son especies con genomas de

mayor tamafio (Moscone et al., 2007).

Las especies 2n=24 (C. chinense, C chacoense, C. galapagoense, C. annuum, y C.
frutescens), son taxones estrechamente relacionados segln sus caracteristicas de cariotipo.
Tienen longitudes de cariotipo comparativamente pequefias (bajo contenido de ADN), poca
heterocromatina (menos del 6%) y patrones de bandas heterocromaticas simples compuestas
principalmente por bandas terminales. Estas especies se colocan en el grupo de flores blancas,
ya que tienen corolas uniformemente blancas, a veces de color crema en las ultimas tres
especies. Principalmente, producen frutos anaranjados y rojos de diferentes formas, con

semillas color amarillo (Pickersgill, 1991).

Otro grupo de especies 2n=24, esta formado por C eximium, C. ardenasii, C. pubescens y C.
tovarii, con complementos cromosoémicos bastante grandes y altos contenidos de ADN
(Belletti et al., 1998). Ademas, tienen altas cantidades de heterocromatina (mas del 12%) y
patrones de bandas complejas (excepto C. exirnio). Estas especies forman el grupo de flores

de color parpura, en el que C. pubescens es el miembro central (Pickersgill, 1991). Sus flores
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son color purpura-violeta y tiene manchas de color blanco. La corola tiene forma de campana
y los frutos que producen son de forma esférica de color rojo, excepto en C. pubescens donde
la forma y el color de la fruta son variables, y las semillas son irregulares y de color negro
(Park et al., 2000; Walsh y Hoot, 2001). Las dos especies restantes (C parvifolium and C.
tlexuosum) con 2n=24, tienen genomas que se encuentran entre los mas grandes, con alto
contenido de heterocromatina y un patron de bandas mas complejo en comparacién con las
especies anteriormente mencionadas. Ambos taxones producen frutos rojos con forma
esférica, pero presentan distintos rasgos morfologicos. C parvifolium, exhibe una corola
blanca con manchas purpuras y partes internas verdosas, con semillas de color marron,

mientras que C. tlexuosum produce semillas de color negro (Buso et al., 2002).

Las especies con 2n=26 tienen una gran variacion cromosémica en el nivel intraespecifico,
que hace que todo el grupo sea muy heterogéneo. En este caso, C. recurvatuni y C.
rhonthoideum tienen bajas cantidades de heterocromatina (5%) y patrones de bandas simples
con cromosomas muy pequefios. A diferencia de C. rhomboideum en las especies con 2n=26,
que presenta una corola de color amarillo, los taxones restantes tienen corolas blancas
(Moscone, 1990).

De acuerdo con la forma, el color de los frutos y semillas las especies 2n=26 se pueden
clasificar en dos subgrupos. En el primer subgrupo se encuentran C. lanceolaturn y C.
lanceolaturn, los cuales producen frutos esféricos de color rojo y semillas de color marrén.
Mientras que en el segundo se encuentran C. campvlopodium, C. cornutumy C. friburgense,
con frutos esféricos de color verde y semillas de color negro (Moscone et al., 2007). En la
evolucion de los chiles y/o pimientos, la poliploidia no es un fendomeno relevante, ya que solo
se ha encontrado una sola accesion de C annuum var. Glabriusculurn con 2n= 4x=48
(Pickersgill, 1977). No obstante, la presencia en el nivel diploide de citotipos intraespecificos
en la mitad de las especies, indican procesos muy activos de diversificacién de cromosomas
en las especies silvestres de Capsicum, particularmente aquellas con 2n=26. Como se
menciono anteriormente, los nimeros de cromosomas béasicos (x=12) en el genero Capsicum,
es universal en el género de las solanaceas. En cambio, el nUmero de cromosomas x=13 es

muy raro en solanaceas. Por lo tanto, la literatura menciona que x=12 corresponde a la
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condicion ancestral de Capsicum, mientras que Xx=13 debe considerarse como una progresion

filogenética (Moscone, 2007).

6. Concentracién de capsaicinoides en chile habanero

La pungencia es una caracteristica distintiva de los chiles y es causada por la acumulacion de
capsaicina (alcaloide) y sus analogos (Tanaka et al., 2016). Los capsaicinoides son amidas
producidas por especies de Capsicum, estos metabolitos secundarios son responsables del
sabor y el picor de los frutos, también conocido como pungencia. Los capsaicinoides
consisten en compuestos que difieren en la estructura del resto de los &cidos grasos
ramificados (acilo) unidos al anillo de benceno de vainillilamina (Aza-Gonzalez et al., 2011).
Estos compuestos son capsaicina, dihidrocapsaicina, nordihidrocapsaicina, Yy
homocapsaicina, cualquier variacion en las estructuras quimicas de los capsaicinoides, afecta

el grado y el nivel de pungencia (Wang et al. 2011).

Los capsaicinoides se sintetizan en la placenta de los frutos por una condensacion enzimatica
de vainillilamina y &cidos grasos de cadena ramificada de longitud media (Curry et al. 1999).
La vainillilamina se origina a partir de la ruta fenilpropanoide y el acido graso de cadena
ramificada deriva del metabolismo de los aminoacidos de cadena ramificada (Mazourek et
al., 2009). La enzima clave que conduce a la produccién de capsaicinoides es la capsaicina
sintasa (CS), una enzima aciltransferasa involucrada en la condensacion de vanililamina con

el resto de acidos grasos de cadena corta (Diaz et al., 2004; Stewart et al., 2007).

Los capsaicinoides se acumulan en las células epidérmicas de la placenta y en los tejidos
disépticos de la fruta de Capsicum (lwai et al., 1979). Estos compuestos se transportan fuera
de las células epidérmicas y se almacenan en las vesiculas de la placenta. Las semillas no
producen capsaicina (Diaz et al., 2004; Stewart et al., 2007; Aza-Gonzalez et al., 2011). Los
capsaicinoides comienzan a acumularse cuando las frutas comienzan a madurar (Suzuki et
al. 1980) aproximadamente 20 dias después de la antesis (Iwai et al., 1979). La presencia de
capsaicinoides en esos 6rganos sugiere que los capsaicinoides se translocan desde la placenta
al tejido del pericarpio a través de las paredes celulares de la capa epidérmica de la placenta
(Broderick y Cooke, 2009).
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La capsaicina y dihidrocapsaicina son los dos capsaicinoides principales que se encuentran
en los chiles picantes (mas del 90% del total de capsaicinoides), mientras que la
nordihydrocapsaicina, la homodihidrocapsaicina y la homocapsaicina estan presentes en
cantidades més bajas (Cuadro 1) (Howard y Wildman, 2007). Los niveles de capsaicinoides
totales se pueden convertir en unidades de picor Scoville (SHU), que es una medida de la
pungencia (calor picante) de los chiles, que esta en funcion de la concentracion de capsaicina
y dihidrocapsaicina. La SHU se puede clasificar en: (1) no picante (0-700 SHU), (2)
levemente picante (700-3000 SHU), (3) moderadamente picante (3000—25,000 SHU), (4)
altamente picante (25,000-70,000 SHU) y (5) muy picantes (>80,000 SHU) (Zachariah y
Gobinath, 2008).

Cuadro 1. Estructuras quimicas y niveles de pungencia de derivados de capsaicinoides
y capsinoidesa.

Compuesto Cantidad  Unidades Estructura quimica
Relativa (SHU)
Capsaicina 69% HO. ..
15,000,000 -wof“ﬁvleH 'V'vwlx
0
Dihidrocapsaicina 22% HO
15,000,000 -, j@\J NHW/\_/\J\_)\
o
Nordihidrocapsaicina 7% HO.
9,100,000 MOMVNH{\/\/\I/
0
Homocapsaicina 1% HO .

8,600,000  —q- ! e
O
o
8,600,000 HOL/L/NHM
O

Las estructuras quimicas y los niveles de pungencia de los analogos de capsaicinoides (Wahyuni et
al., 2013).

Homaodihidrocapsaicina 1%

Es importante mencionar, que en los ultimos afos, el chile habanero (C. chinense) se ha
vuelto cada vez mas importante como resultado de su amplia diversidad y su alto contenido
de compuestos antioxidantes (capsaicinoides y compuestos fenolicos) en los frutos, con una
demanda creciente en los mercados mexicanos e internacionales. Sin embargo, la

acumulacién de estos compuestos en los frutos de chile habanero depende de factores
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ambientales, que incluyen el tipo de suelo, las propiedades osmaticas y nutrimentos aplicados
durante el desarrollo del cultivo; este ultimo es el menos estudiado (Soria-Fregoso et al.,
2002).

En la agricultura moderna, el nitrogeno (N) es considerado el nutriente cominmente mas
deficiente seguido del fésforo (P) (Halvin et al., 2005). En Capsicum, la deficiencia de N
afecta el rendimiento de crecimiento de la planta y la acumulacién de metabolitos
secundarios, como la capsaicina (Medina-Lara et al., 2008). Los cambios en los niveles de
metabolitos secundarios tienen un impacto en las propiedades organolépticas y nutritivas de
las plantas (Urrea-Lopez et al., 2014), y estdn implicados en la proteccion o la
desintoxicacion de altos niveles de salinidad y las condiciones de deficiencia de
macronutrientes (Dixon y Paiva, 1995; Mansour, 2000).

Algunos autores mencionan, que el régimen de fertilizacion afecta las concentraciones de
metabolitos secundarios como la capsaicina y compuestos fenolicos (Bryant et al., 1987;
Gerson y Kelsey 1999). Por ejemplo, en estudios realizados por Medina-Lara et al. (2008),
la fertilizacion con nitrégeno (N) en plantas de chile habanero result6 en la produccion de
frutos con mayor contenido de capsaicina y en general mejord la calidad de los frutos,
mientras que la fertilizacion con potasio (K) no afecto el contenido de capsaicina por encima
de los valores obtenidos en el tratamiento de control. De manera similar, el contenido de
capsaicina también se incrementd en los frutos de C. annum var. Padron, por la fertilizacion

con 13N-40P-13K durante el periodo de crecimiento vegetativo (Estrada et al., 1999).

Johnson y Decoteau (1996), mencionaron que no observaron ningun efecto de K sobre la
pungencia en los frutos de C. annuum, lo que sugiere que K aparentemente no interfiere en
la metabolizacién de la capsaicina. A diferencia del N, que es requerido por los aminoacidos
como la fenilalanina y la vainillilamina (principales precursores en la ruta de capsaicinas y
compuestos fenilpropanoides) que requieren de un nivel éptimo de este elemento (N), para
mejorar el rendimiento y la acumulacion de compuestos bioactivos y nutraceuticos en los

frutos de Capsicum (Mendes et al., 2016).
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Sin embargo, el efecto de la nutricion mineral y las condiciones de desarrollo del cultivo,
sobre el contenido de capsaicinoides ha sido contrastante en diferentes estudios realizados.
Por ejemplo, Dzib-Echeverria y Uribe Valle (2005), encontraron que las plantas de chile
habanero cultivadas en condiciones controladas de riego y fertilizacion (agricultura
protegida), producen frutos con menor cantidad de capsaicina, en comparacion con plantas
cultivadas en condiciones mas estresantes. Harvell y Bosland (1997), mencionaron que la
expresion fenotipica de la pungencia puede ser producida por la interaccion de genotipo-
ambiente. Urrea-Lopez et al. (2014), al evaluar el desarrollo de plantas de chile habanero en
condiciones de salinidad (4 y 7 dS mL™) con nitrégeno reducido y condiciones de fosforo
(P), los niveles de capsaicina y dihidrocapsaicina fueron mas altos para los tratamientos de
alta salinidad (179.9 mg/100 g a 7 dS m™1) y se redujeron en la concentracion baja de P (66.4
mg / 100 g). Por su parte, Borges-Gomez et al. (2008), mencionaron que el contenidos de
capsaicina y dihidrocapsaicina no se vio afectado en frutos de chile habanero provenientes
de plantas que cultivadas con diferentes niveles nutrimentales de N, P.Os y K20 (240-240-
240, 120-120-120 y 000-000-000).

La acumulacién de capsaicinoides también ha sido Informados en otros generos de Capsicum
bajo regimenes de fertilizacion. Los resultados obtenidos por Johnson y Decoteau (1996),
indicaron mayores contenidos de capsaicinoides al aumentar N y K en chile jalapefio
(Capsicum annum L.). Por el contrario, Velasco-Velasco et al. (2001) mencionaron que al
incrementar el suministros de N, P y K en chile jalapefio (C. annum L.) la produccién de

capsaicina disminuyod.

Aunque se han realizado estudios para determinar el efecto de la nutricion con N, Py K en
la produccion de capsaicinoides en frutos de C. chinense (Dzib-Echeverria y Uribe Valle,
2005; Medina-Lara et al., 2008; Urrea-Lopez et al., 2014), se recomienda continuar con
estudios bioquimicos y a nivel molecular, que evallen el efecto de la nutricion con diferentes
fertilizantes (N, P y K), con el fin comprender de mejor manera el impacto que pueden
ocasionar en la acumulacion de importantes metabolitos secundarios en los frutos de C.

chinense.
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6.1 Sintesis de capsaicinoides

La via biosintética general de los capsaicinoides se establecié a fines de la década de 1960,
cuando se usaron estudios de marcadores radiactivos para investigar los precursores de los
capsaicinoides, y se descubrié que la porcion de vanilamina se sintetiz6 a partir de
fenilalanina y que el acido graso de cadena ramificada se derivo de la valina (Leete y Louden,
1968). La via fenilpropanoide biosintética propuesta en ese momento involucraba la sintesis
secuencial de fenilalanina, &cidos cinamicos, p-coumaricos, cafeico y ferulicos, y luego la

formacion de vainillina y vanililamina (Bennett y Kirby, 1968).

Actualmente, se conocen mas de 20 diferentes capsaicinoides cuya estructura quimica
consiste en un nucleo fendlico unido mediante un enlace amida a un &cido graso (Suzuki et
al., 1981). La porcion fenodlica es la vainillilamina, que se forma a partir de la fenilalanina
por medio de la ruta de los fenilpropanoides. El acido graso se forma a partir de aminoacidos
de cadena lateral ramificada, ya sea valina o leucina (Wahyuni et al. 2013). Las diferencias
estructurales de los diversos capsaicinoides reside precisamente en la naturaleza de la cadena
lateral, que puede ser de 9 u 11 carbonos de largo, con un nimero variable de enlaces dobles

colocados en diferentes posiciones (Vazquez-Flota et al., 2007; Figura 6).

La capsaicina generalmente representa alrededor del 70% del total de capsaicinoides (Sudha
y Ravishankar, 2003). La via principal de la sintesis de capsaicina segin Mazourek et al.
(2009), Incluye el metabolismo de fenilpropanoides y bencenoides, asi como la biosintesis
de acidos grasos de cadena ramificada de mediana longitud y el metabolismo de L-valina. Se
predice que un total de 79 genes codifican enzimas involucradas en la biosintesis de la
capsaicina (Zi-Xin et al., 2016). Existen dos grupos de genes que Se agruparon y cuyos
patrones de expresion se correlacionaron con la acumulacion de capsaicina, estos incluyen:
fenilalanina amoniaco liasa (PAL), acido 4-hidroxilasa (C4H), Acyl-CoA sintetasa (ACS),
acido O-metiltransferasa (Comt) y aciltransferasa (AT), y se expresan especificamente en el

tejido placentario (Aza-Gonzélez et al., 2011).
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Figura 11. Ruta propuesta para la biosintesis de los capsaicinodos en el género Capsicum.
PAL, fenilalanina amonio liasa; Ca4H, &cido cindmico 4 hidroxilasa; Ca3H cumarato 3
hidroxilasa; COMT, &cido cafeico O-metiltransferasa; pAMT, presunta aminotransferasa de
la vainillina; BCAT, aminotransferasa de los aminoacidos ramificados, IvDHcisovalerato
deshidrogenasa; Kas B-cetoacil sintasa; ACL, proteina acarreadora de grupos acilo; FAT,

tioesterasa; DST, desaturasa; CS capsaicinoide sintasa (Vazquez-Flota et al., 2007).

La vainillilamina se forma mediante conversiones sucesivas de la fenilalanina en los acidos
trans-cindmico, cumarico, cafeico y ferdlico, por accion de las enzimas fenilalanina amonio
liasa (PAL), cinamato 4-hidroxilasa (Ca4H), cumarato 3-hidroxilasa (Ca3H) y acido cafeico
metiltransferasa (COMT). La vainillina es un intermediario tardio que es aminado por accion
de una transaminasa, para dar lugar a la vainillilamina la cual, por accién de una
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aciltransferasa llamada capsaicinoide sintasa (CS), se condensa con el derivado acil-graso
para dar lugar a los CAP’s. Se ha propuesto que el &cido graso se puede formar a partir de la
leucina o la valina (Garcia-Galindo et al., 1995). La Figura 6 despliega la ruta propuesta para
la sintesis de los capsaicinoides, que una vez formados se almacenan en vesiculas derivadas

de las células epidermales de la placenta (Zamski et al., 1987).

La primera enzima que dirige carbono del metabolismo primario a la sintesis de
capsaicinoides es la PAL. Esta enzima estd codificada por una familia multigénica en
diversas especies, con una regulacion diferencial por condiciones ambientales, de desarrollo,
0 a traves de los diferentes tejidos. Debido a la posicion que ocupa en esta ruta de sintesis,
PAL representa un blanco biotecnolégico potencial para promover la biosintesis de los
capsaicinoides (Ochoa-Alejo y Ramirez-Malagén, 2001). En C. chinense esta enzima esta
codificada por una familia génica de entre tres y cuatro miembros que, en la placenta, se
expresa principalmente en las etapas previas a la maduracion del fruto. Al igual que PAL,
CadH y COMT forman familias génicas que también se expresan principalmente en el tejido
de placenta antes de la maduracién del fruto.

A partir de una genoteca sustractiva, construida de ARN de placentas de C. chinense, se ha
logrado aislar un ADNc con una alta homologia a las aminotransferasas, denominada pAMT,
que se propone podria participar en la aminacion de vainillina para formar vainillilamina. La
identidad de esta presunta aminotransferasa no se ha confirmado, pero sigue un patrén de
expresion transcripcional especifico para el tejido de placenta, similar al de otros genes
involucrados en la sintesis de capsaicinoides, lo que da apoyo a su posible intervencion (Lee
et al., 2006).

En la formacion de la cadena lateral de &cido graso, la sintesis de capsaicinoides requiere de
una cadena lateral acilo que se forma a partir de la valina o leucina. El primer paso involucra
la desaminacion de estos aminoacidos por accion de una aminotransferasa especifica (BCAT,
acronimico del inglés para BranChed aminoacid AminoTransferase), para producir -
cetoisovalerato que posteriormente se transforma en isobutiril-CoA, con la participacion de
la isovalerato deshidrogenasa (IvDH). EI ADNCc correspondiente a una presunta BCAT ya ha

sido aislado de chile habanero (Blum et al., 2003). El isobutiril-CoA formado se convierte
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en el 8-metil-6-nonenoil-CoA mediante la participacion del complejo multienzimatico de la
acido graso sintasa (FAS, por su acronimico en inglés; Fatty Acid Synthase), que consiste de
tres componentes: una f-ceto acil sintasa (KAS), una proteina acarreadora de grupos acilo
(ACL) y una tioesterasa (FAT) (Véazquez-Flota et al., 2007).

Las reacciones catalizadas por este complejo involucran la condensacion del isobutiril-CoA
con grupos malonilo, catalizada por el componente KAS. ElI componente ACL es el
encargado de transportar los grupos malonilo al isobutiril-CoA, y se pierde una molécula de
CO:2 en cada ciclo de elongacion. Después de tres ciclos sucesivos de elongacion, el acido
graso final es liberado por accién de la tioesterasa. Los tres componentes de este complejo
(KAS, ACL y FAT) han sido aislados de la genoteca referida (Aluru et al., 2003; Blum et
al., 2003). Tanto ACL como FAT resultaron genes unicopia en C. chinense y en C. annuum,
mientras que KAS esta codificado por una familia de ocho miembros, dos de los cuales son
especificos para placenta. Aunque solamente la identidad del ADNc para la KAS ha sido
confirmada, todos los componentes del complejo FAS desplegaron un patron de expresion
transcripcional similar al de las enzimas involucradas en la formacion de la vainillilamina, lo

que sugiere su participacion en la sintesis de los capsaicinoides (Aluru et al., 2003).

La formacion de los capsaicinoides por accion de la capsaicinoide sintasa es la reaccion final
en la sintesis de capsaicinoides, que es la condensacion de la vainillilamina con la cadena
lateral acilo catalizada por una aciltransferasa denominada capsaicinoide sintasa (CS). La
actividad de esta enzima esta relacionada directamente con el grado de picor de diferentes
chiles, aunque puede llegar a detectarse aln en extractos proteicos obtenidos de chiles no
picantes (Sutoh et al., 2006).

En cuanto al catabolismo de los capsaicinoides, tanto en C. annuum como en C. chinense, la
degradacion de los capsaicinoides se produce mediante la participacion de peroxidasas, cuya
actividad aumenta al disminuir el contenido de los capsaicinoides, lo que normalmente ocurre
al término del proceso de maduracion del fruto (Contreras-Padilla y Yahia, 1998). Estas
peroxidasas, principalmente del tipo bésico, estan localizadas en la vacuola de las células
placentarias, al igual que los capsaicinoides (Bernal et al., 1993). La localizacion de las

enzimas requeridas para la formacion de capsaicinoides se encuentran en el tejido placentario
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de frutos inmaduros (Lindsey y Yeoman, 1984). EI componente KAS del complejo FAS
también se localiza en la placenta, especificamente en las células epiteliales (Aluru et al.,
2003), al igual que csyl (Prasad et al., 2006) y Punl (Stewart Jr et al., 2007). Los
capsaicinoides son acumulados con pequefias vesiculas o ampollas en las vacuolas de estas

células epiteliales (Stewart Jr et al., 2007; Zamski et al., 1987).

6.2 Genes involucrados en la expresion de capsaicina

Como se menciond anteriormente, los capsaicinoides se sintetizan a través de la combinacion
de dos rutas biosintéticas: la ruta del fenilpropanoide y la ruta de los &cidos grasos
ramificados (Aza-Gonzalez et al., 2011). La fenilalanina amoniaco-liasa (PAL) es la primera
enzima en la ruta de fenilpropanoides, en la que se forma &cido cindmico a partir de la
fenilalanina 4, seguida de cinamato 4-hidroxilasa (C4H), 4-Coumarate: Coenzima A Ligase
(4CL), hidroxicinil transferasa (HCT), cumarate3-hidroxilasa (C3H), cafeina-CoA 3-O-
etiltransferasa (CCoAOMT), y una aminotransferasa putativa (pAMT) para formar

vanililamina (Stewart et al., 2005).

En la ruta de sintesis de acidos grasos ramificados, el precursor 8-metil-6-nonenoil-CoA se
produce a través del ciclo de sintesis de acidos grasos mediante una serie de varias reacciones
enzimaticas (Suzuki et al., 1981). Al final, la vainillilamina y 8-metil-6-nonenoil-CoA, que
se producen como dos cadenas ramificadas, que se convierten en capsaicina por acil-
transferasa (AT) (Sukrasno y Yeoman, 1993). La ruta de los &cidos grasos de cadena
ramificada contribuye a la produccion del aroma de frutos de chile picante, como es el caso
de C. chinense, particularmente por los ésteres de &cidos grasos ramificados presentes en las
accesiones picantes que pueden reflejar la actividad a traves de la rama acilo de la ruta

metabolica que conduce a la sintesis de capsaicinoides (Wahyuni et al. 2013).

La capsaicina generalmente representa alrededor del 70% del total de capsaicinoides
(Ravishankar et al., 2003). La via principal de la sintesis de capsaicina segun Mazourek et
al. (2009), Incluye el metabolismo de fenilpropanoides y bencenoides, asi como la biosintesis
de acidos grasos de cadena ramificada de mediana longitud y el metabolismo de L-valina. Se
predice que un total de 79 genes codifican enzimas involucradas en la biosintesis de la

capsaicina (Zi-Xin et al., 2016). Existen dos grupos de genes que se agruparon y cuyos
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patrones de expresion se correlacionaron con la acumulacion de capsaicina, estos incluyen:
fenilalanina amoniaco liasa (PAL), acido 4-hidroxilasa (C4H), Acyl-CoA sintetasa (ACS),
acido O-metiltransferasa (Comt) y aciltransferasa (AT), y se expresan especificamente en el
tejido placentario (Aza-Gonzélez et al., 2011). El locus Punl, anteriormente conocido como
el locus C, codifica una aciltransferasa AT3 putativa, cuyo estado alélico funciona como un
interruptor on-off para la pungencia en los chiles. Los cambios biologicos y morfoldgicos en
la durante el desarrollo del fruto son acompafiado por diferencias en los patrones de expresion
génica (Wahyuni et al. 2013)

Los rasgos cuantitativos que controlan los procesos de desarrollo capsaicina en los frutos de
C. chinense, estan influenciados por muchos genes con pequefios efectos. Por ejemplo, la
produccion de &cido cinamico a partir de fenilalanina es catalizada por PAL, la formacion y
acumulacién de PAL estan involucrados en la biosintesis de capsaicina, o que sugiere que
estos genes desempefian un papel importante en la via de sintesis de la capsaicina y

contribuyen a la acumulacién de capsaicinoides (Ochoa-Alejo y Gomez-Peralta, 1993)

ACS es la enzima que cataliza la etapa final en la ruta de los acidos grasos de cadena
ramificada, en la que se forma 8-metil6-nonenoil-CoA a partir del acido 8-metilpentanoico,
estos genes pueden jugar un papel crucial en la regulacion de la sintesis de capsaicina (Thiele
et al., 2008). La AT cataliza el paso final en la via biosintética capsaicina, que es uno de los
pasos mas importantes, sus niveles de expresion pueden jugar un papel importante en la
sintesis y el contenido de capsaicina (Diaz et al., 2004). Por otra parte, el &cido fertlico como
un intermediario fenilpropanoide que se produce a partir de cafeina-CoA por la accién del
enzima cafeina-CoA 3-O-metiltransferasa (CCoOAOMT) se correlaciona positivamente con

la acumulacién de capsaicina (Abraham-Juéarez et al., 2008).

Numerosas enzimas estan involucradas en la ruta de sintesis de &cidos grasos ramificados,
incluyendo cetoacil-ACP sintasa | (KAS), malonil CoA-ACP transacilasa (MCAT), proteina
transportadora de acilo (ACL), cetoacil-ACP reductasa (KR), hidroxiacil-ACP deshidratasa
(DH), enoil-ACP reductasa (ENR) y tioesterasa (TE). Los estudios han demostrado que los
genes de la sintasa de acidos grasos Acll, FatA y Kas se expresan diferencialmente en las

22



frutas de Capsicum y los niveles de transcripcion de los tres genes estan correlacionados

positivamente con el grado de pungencia (Nishida, 2004).
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7. CONCLUSIONES

En conclusién, con este documento tratamos de presentar de manera simple y concreta la

diversidad genética del chile habanero.

Por otra parte, documentar cuales son los principales componentes quimicos como los

capasaicinoides, ademas de los genes que regulan su sintesis, y las rutas metabdlicas.

La demanda creciente del chile habanero, radica en la extraccion de sus componentes

quimicos para su aplicacién en la industria alimentaria.
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