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RESUMEN

Todos los aminodacidos, con excepcion de la glicina, tienen dos isémeros opticos: L- y D-
enantiomeros. Los D-aminoacidos son menos abundantes en la naturaleza que los
correspondientes L-enantiomeros, los cuales son predominantes en las moléculas
bioldgicas. Sin embargo, los D-aminoacidos ocurren naturalmente en bacterias, insectos,
moluscos, gusanos de tierra, mamiferos, plantas y otros organismos, donde son
sintetizados por enzimas como las D-aminoacido oxidasa, transaminasas y racemasas. La
presencia de los D-aminoacidos en los tejidos de las plantas puede explicarse también a
través de la toma a partir del suelo por las raices. Aunque la relevancia fisiolégica de
estas sustancias ha sido documentada en algunos organismos, la importancia de los D-
aminoacidos para el desarrollo de las plantas es desconocida. Para investigar el efecto de
los D-aminodacidos en el crecimiento, se utilizdé como modelo de estudio al chile habanero
(Capsicum chinense Jacq.), el cual crece en la peninsula de Yucatan, donde gran parte
de los suelos son arcillosos, poco profundos, con alto contenido de materia organica, pH
alcalino y bajos en nitrébgeno inorganico. Para ello, se evalué el efecto de 18 D-
aminoacidos sobre el crecimiento de la raiz primaria de plantulas cultivadas in vitro. Los
resultados indicaron que el efecto fue dependiente del tipo y concentracion del D-
aminoacido. Tres de ellos influyeron en parametros fisiolégicos importantes para el
crecimiento de la planta, como son la generacién de raices laterales (D-Leu), pelos
radiculares (D-Cys) o cambios en la velocidad de crecimiento (D-Val). De igual manera,
estos D-aminoacidos indujeron la proliferacion radicular en tres variedades de chile
habanero, asi como un aumento en los niveles endbégenos de metabolitos nitrogenados
cuando se aplicaron en conjunto con una fuente de nitrégeno inorganica durante 28 dias.
La D-Val y la D-Leu parecen ser las que mayor aportacion tienen a este efecto, aunque
provocaron efectos diferenciales sobre el crecimiento de la planta. La raiz de chile
habanero present6 una mayor toma de D-Val, comparada con ia D-Leu, en un periodo de
seis horas y estas diferencias en la absorcién podrian repercutir en sus respectivos
efectos. Los resultados que se obtuvieron en esta tesis abren nuevos campos para el
estudio de esta fuente organica de N, la cual esta presente en los suelos y podrian afectar
la produccién de los cultivos, resultando interesante potenciar los efectos positivos de los

D-aminoacidos y reducir los negativos para mejorar la produccién de alimentos.







ABSTRACT

All amino acids with the exception of glycine, have two optical isomers: L- and D-
enantiomers. D-amino acids are less abundant in nature than the corresponding L-
enantiomers, which are prevalent in biological molecules. However, D-amino acids occur
naturally in bacteria, insects, mollusks, earthworms, mammals, plants and other
organisms, and are synthesized by enzymes such as D-amino acid oxidase, transaminase
and racemases. The presence of D-amino acids in plant tissues can also be explained by
their uptake from soil by the roots. Although the physiological relevance of these
compounds has been documented in some organisms, the importance of the D-amino acid
for the growth of plants is unknown. In order to determine the effect of D-amino acids on
growth, habanero pepper (Capsicum chinense Jacq.) was used as a model. It grows in the
Yucatan Peninsula, where most of the soil is clayish, shallow, with high organic matter,
alkaline pH, and low inorganic nitrogen. The effect of 18 D-amino acids on the growth of
the primary root from seedlings growing in vitro was evaluated. Results indicated that the
effect depended on the type and concentration of D-amino acid used. Three of these
compounds modified important physiological parameters that are involved in plant growth,
such as the development of lateral roots (D-Leu), root hairs (D-Cys) or changes in the
growth rate (D-Val). In a similar fashion, these D-amino acids induced root proliferation in
three varieties of habanero pepper, as well as increased the levels of endogenous nitrogen
metabolites when applied together with a source of inorganic nitrogen for 28 days. The D-
Val and D-Leu appeared to be having a larger contribution to this effect, but provoked
differentials effects on plant growth. Habanero pepper roots had a higher uptake of D-Val,
compared to that of D-Leu, over a six-hour period and these differences in absorption
could affect their respective effects. The results obtained in this thesis open up new fields
for the study of this novel organic source of N, which is present in soils and could affect
crop production, which results interesting given the enhancement the positive effects of D-

amino acids and reduces those negatives to improve food production.







INTRODUCCION

INTRODUCCION

Desde el punto de vista quimico, los aminoacidos son &cidos organicos con un grupo
amino en posicion alfa. Segun esta definicion, los cuatro sustituyentes del carbono alfa
(Ca) en un amino&cido son el grupo amino, el grupo carboxilo, un atomo de hidrogeno y

una cadena lateral, que se representa como Ry es caracteristica de cada aminoécido.

En todos los aminoAcidos proteicos, a excepcion de la glicina, el Ca es asimétrico y por lo
tanto, son épticamente activos. Esto indica que pueden ocupar dos arreglos diferentes,
uno de la serie D y otro de la serie L; esta propiedad se conoce como quiralidad. Los
aminoacidos proteicos son invariablemente de la serie L, los cuales participan
activamente en el metabolismo nitrogenado. Por el contrario, aungque ha sido comprobada
la existencia de los D-aminoacidos en diversos organismos, tales como bacterias,
insectos, lombrices de tierra, mamiferos y plantas, se tiene poco conocimiento de su
funcién en algunas de las formas de vida donde se han detectado (Brickner vy

Westhauser, 2003; Corrigan, 1969; Rosenberg y Ennor, 1960).

El interés de los investigadores en estos compuestos surgié a partir de la deteccion de
altas concentraciones de D-Ser y D-Asp en el cerebro de mamiferos, cuyos niveles eran
mayores incluso a algunos L-aminoacidos. Este conocimiento condujo a un incremento en
el estudio de las funciones y el metabolismo de los mismos en dicho érgano (Fisher et al.,
1998; Nagata et al., 1995; Hashimoto et al., 1993).

Por el contrario, la presencia y la funciéon de los D-aminoacidos en las plantas han sido
menos estudiadas; sin embargo, varios investigadores han demaostrado su existencia en
tejidos de hoja y raiz (Kullman et al., 1999). También, el posible metabolismo de estos
compuestos en los tejidos vegetales comienza a ser estudiado, donde enzimas como las
racemasas, las D-aminoacido transaminasas y las D-aminoacido oxidasas han sido
aisladas y caracterizadas para conocer su contribucion al metabolismo de los D-
aminoacidos en las plantas (Gholizadeh y Kohnehrouz, 2009; Gogami et al, 2009;
Funakoshi et al., 2008; Fujitani et al., 2006).

Aunque se ha demostrado la presencia de estos D-aminoacidos en algunas plantas, aun

se desconoce el papel que pueden tener sobre el crecimiento y desarrollo de las mismas.
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También, se ha sugerido que la presencia de los D-aminoacidos en las plantas podria
deberse a su absorcion por las raices, a partir de suelos con alto contenido de materia

organica (Bremner, 1950).

El chile habanero (Capsicum chinense Jacq.), nuestro modelo de estudio, pertenece a la
familia de las Solaniceas y es una especie horticola de gran importancia nacional e
internacional. La presencia de D-aminoacidos aun no ha sido reportada en los tejidos de
esta especie. Durante este trabajo se quiere contestar la siguiente pregunta: ;cuél es el

efecto de los D-aminoacidos sobre el crecimiento de esta planta?
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ANTECEDENTES
1.1 Formas de nitrogeno en el suelo

El nitrégeno (N) es un elemento esencial para el crecimiento y el desarrollo de las plantas
y es un constituyente de macromoléculas importantes de las células, tales como el ADN,
el ARN, las proteinas, las clorofilas, los fitoreguladores como las auxinas y las citocininas

(Hawkesford et al., 2012). Muchas plantas pueden tomar y utilizar del suelo formas de N

orgénico e inorganico.

El nitrato (NO3) es la principal forma de N inorganico que es asimilada y tomada por la
mayoria de los cultivos en suelos aireados, donde se puede encontrar en concentraciones
entre 1y 20 mol m® (Andrews et al., 2013). El amonio (NH,") puede ser otra importante
fuente de N inorganico en suelos menos aireados, mientras que los aminoéacidos, algunos
péptidos cortos y proteinas son fuentes de N orgénico en suelos con alto contenido de
materia organica (Gioseffi et al., 2012; Paungfoo-Lonhienne et al., 2012). La urea es otra
forma de N que es utilizada por las plantas y esta en altas concentraciones debido a la
excrecion de orina de los animales o que es suministrada en los fertilizantes (Kraiser et
al., 2011).

Entre los nutrimentos inorganicos, el N es considerado el elemento que aumenta mas la
productividad de los cultivos. Una baja disponibilidad de N en los suelos es el mayor factor
limitante del crecimiento de los cultivos. Para resolver la falta del nutrimento, se utilizan
fertilizantes nitrogenados inorganicos, aunque a la larga han provocado problemas
ambientales importantes (Butler et al., 2012). Los iones de NOs™ con carga negativa en los
suelos son susceptibles a la lixiviacion y pueden contaminar las aguas subterraneas,
mientras el NH," puede conducir a la toxicidad en los suelos (Griffin et al, 1995),
inhibiendo el crecimiento de las raices, reduciendo la toma de nutrimentos y otros

cationes (Rothstein y Cregg, 2005).

Los amino&cidos, por otro lado, son componentes importantes de la mezcla de N organico
en el suelo (Stevenson, 1982) y por lo tanto, pueden ser fuentes naturales de C y N para

los organismos del suelo. Muchos estudios asumen que sélo los L-aminoacidos son las
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formas predominantes en el suelo; sin embargo, existe muy poca informacién acerca del
metabolismo de los D-aminoacidos, debido a que la quiralidad es un factor que influencia
la tasa de mineralizacién de estos compuestos (Waksman, 1932). También, se ha
sugerido que los D-aminoacidos producidos por las bacterias se acumulan durante las
transformaciones de los compuestos organicos en el suelo debido a su persistencia,
relativa a sus correspondiente L-aminoacidos (O'Dowd y Hopkins, 1998; Wagner y
Mutatkar, 1968).

Las plantas pueden asimilar aminoacidos del suelo; sin embargo, el papel de la raiz en la
absorcion de aminoacidos es muy poco entendido (Wilson et al., 2013). Diversos estudios
han confirmado que los aminoacidos son la fuente primaria de N para la vegetacion en la
tundra artica (Kielland 1995, 1994), boreal {(Persson y Nasholm, 2001) y alpina (Raab et
al., 1996). En estos ecosistemas, los aminoacidos tienden a ser las formas de N
predominantes dada la baja tasa de mineralizacién (Ohlund y Nasholm, 2002). Un estudio
reciente encontr6 que la distribucion de aminodacidos en los suelos es bastante uniforme;
los aminoacidos Asp y Glu, junto con sus amidas, Asn y GIn y dos aminoacidos neutros,
GIn y Ala, son los mas comunes (Senwo y Tabatabai, 1998). Algunos aminoacidos como
Lys, Arg, His, Ala, Ser, Asp, GIn y Leu se presentan en altas concentraciones (Lipson y
Nasholm, 2001) y su vida media en los suelos es de 1.7 a 28.7 h (Lipson et al., 2001;
Hadas et al., 1992). Basados en la velocidad de mineralizacion de los suelos, se sugiere
gue los D-aminoacidos probablemente representen una pequena fraccién de los
aminodacidos presentes, comparado con los L-isomeros, con la posible excepcion de D-Ala
(Hopkins y Ferguson, 1994).

1.2 Origen y concentracion de los D-aminoacidos en el suelo

Los microorganismos secretan proteasas en el suelo, las cuales facilitan el rompimiento
de las proteinas y los péptidos en sus unidades constituyentes (Owen y Jones, 2001) v,
por lo tanto, se liberan aminoacidos en el suelo. La concentracién de L-aminoéacidos en el
suelo esta en un rango de 0.1 a 50 mM, en los suelos que son ricos en materia organica
(Jones et al, 2002). Por otro lado, Owen y Jones, (2001) reportaron que los L-
aminoacidos en los suelos agricolas se encontraban en un rango de concentracion entre 1
y 100 uM.
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Los D-enantiémeros son menos abundantes en la naturaleza que los L-enantiomeros. En
el suelo, los D-aminodcidos estan presentes en forma de aminoacidos libres, o por la
descomposicién de materia orgénica (Schulten y Schnitzer, 1997). Gran parte de la
literatura sobre los D-aminoacidos en los suelos se basa en su presencia en hidrolizados.
Bremner (1950) encontré que entre el 1.4 y 1.7% del total de aminoacidos en el suelo
consistia en D-enantiémeros. Mas tarde, Pollock et al. (1977) informaron que podian
alcanzar valores entre el 5y 16% de los aminoacidos totales del suelo. Comparaciones de
diferentes ecosistemas (praderas, sabanas nativas y tierra arable) revel6 que la mayor
concentracién de los D-aminoacidos se encontr6 en pastizales (hasta 1520 mg kg™)
(Amelung et al., 2006; Brodowski et al., 2004; Wichern et al, 2004, Amelung y Zhang,
2001).

Los D-amino&cidos en el suelo pueden originarse a partir de una amplia gama de fuentes,
incluyendo la pared celular de las bacterias (D-Ala y D-Glu 6 D-Asp en algunos bacterias),
heces fecales, antibidticos, insecticidas sintéticos (por ejemplo, fluvalinato), racemizacion
bidtica o abidtica, y la biomasa eucariota (protistas, plantas, hongos y animales) (Cuadro
1.1) (Amelung et al., 2006; Frohlich y Wells, 2001; Friedman, 1999; Schleifer y Kandler,
1972).
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Cuadro 1.1 Presencia de los D-aminoacidos en el suelo a partir de diversas

fuentes (modificado de Vranova et al., 2011).

D-aminoacidos Aportacion de D-aminoacidos al
suelo (%)
Pared celular de bacteria Alanina 0.7%
Lombriz de tierra Serina 20%
Orina Alanina, Valina, Treonina, 70% de cada aminodcido indivual

Leucina, Prolina, Serina, Acido
aspartico, Metionina, Fenilalanina,

Acido glutamico, Tirosina, Lisina

Racemizacién Diferentes aminoacidos 5.4 ug Kg™' /ano
s Biodtica
s« Abiotica
Insecticidas sintéticos Valina 23.3%

(Fluvalinato)

Heces fecales Alanina, Valina, Treonina, Prolina, 68% de cada aminoacido
Serina, Acido aspartico, individual
Fenillalanina, Acido glutdmico,

Tirosina, Lisina

Debido a que varios organismos y compuestos que contienen D-aminoacidos, se
encuentran presentes en los suelos, la absorcién de éstos por las plantas estaria mediada
por la raiz, siendo este drgano de vital importancia para la entrada de todos los

nutrimentos que contribuyen al desarrollo de la planta.

1.3 Presencia de D-aminoacidos en la naturaleza

Los D-aminoécidos se determinaron por primera vez en tejidos del cuerpo de insectos y
molusco (Anclair y Patton, 1950). A partir de este primer reporte, estos compuestos han
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sido detectados en organismos desde procariéticos hasta eucariéticos, como las plantas y
los animales. Sin embargo, aun es poco o que se conoce de su existencia y con

excepcion del cerebro de mamiferos, su funcién es desconocida.

A continuacion se describen la presencia de los D-aminodacidos y su posible funcién en

algunos organismos.

1.3.1 Presencia y funcion de los D-aminoacidos en las plantas

Las vias de biosintesis de los aminoacidos son estereoespecificas, por lo que se explica
la presencia y abundancia de L-amino&cidos libres en las plantas, en lugar de los
estereoisomeros D (Brickner y Westhauser, 2003). Aunque la existencia de los D-
aminoacidos es poco conocida, se ha demostrado que ellos también se encuentran en las
plantas. Su presencia se reporté por primera vez a principios de 1960s, donde se
encontro que la N-malonil-D-alanina es comin en plantas monocotiledéneas vy
dicotiledéneas (Zenk y Sherf, 1963). En manzanas, se ha descrito la presencia de este
compuesto en concentraciones de alrededor de 0.8 mol/kg de peso fresco, variando la

cantidad de acuerdo al grado de madurez del fruto (Zenk y Sherf, 1963).

Ademas, se han detectado formas conjugadas y libres de D-Glu, D-Ala y D-Asp en
plantulas de guisantes (Pisum savifum) (Ogawa et al., 1977), granos de cebada (Hordeum
vulgare L.) y flores de lipulo (Humulus lupulus L.) (Erbe y Brickner, 2000). La D-Ala, se
ha detectado en arroz (Oryza australiensis Domin) (Manabe, 1985) y en Phalaris tuberosa
L., donde las hojas contenian 0.4 mg/g de peso seco, siendo la forma D el 0.7% del total
de este aminoacido (Frahn y lllman, 1975). Conjugados de amino&cidos con el acido D-a-
amino-n-butirico se detectaron en varias legumbre, como por ejemplo Vicia faba,

Phaseolus vulgaris y Glycine max, entre otras (Ogawa et al., 1976).

Por otro lado, Gonami et al. (2009) realizaron un estudio para detectar la presencia de D-
Ser en plantas de Oryza sativa L. y aislaron una serina racemasa. Estos autores sugieren
que esta enzima pudiera estar involucrada en la formacion de D-Ser y posterior

degradacion a piruvato y amonio (Gonami et al., 2009).

Los D-aminoéacidos libres se han determinado en gimnospermas de las familias boténicas

Ginkgoaceae (ginkgo), Taxodiaceae (metasequoia) y Pinaceae (abeto). Los D-
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aminoacidos también estan presentes en monocotiledéneas de la familia Arecaceae
(coco), Bromeliacea (pifia) y Poaceae (gramineas) y en dicotiledéneas de las familias
Aceraceae (arce), Anacardiaceae (mango), Brassicaceae (berro), Cactaceas (nopales),

Caricaceae (papaya) y Cucurbitaceas (meldn de agua) (Brickner y Westhauser, 2003).

Ademas, la D-Ala, los acidos D-Asp y D-Glu, asi como la D-Ser, se encontraron en
plantulas de guisante (Pisum sativum) y lenteja (Lens culinaris L.) en formas libre y
conjugada (Rozan et al, 2000; Ogawa et al, 1977). Se demostré que las frutas
(manzanas, uvas, naranjas) y verduras (calabaza, zanahorias, ajos, tomates), asi como
los jugos correspondientes, contienen cantidades variables de D-aminoacidos, incluyendo
D-Ala, D-Arg, D-Asp y D-Glu (Gandolfi et al., 1994).

La existencia de formas libres de los D-aminoacidos ha sido detectada en gimnospermas
y angiospermas en un rango de 0.2 a 8% en relacion a su correspondiente L-aminoacido.
Los aminoéacidos D-Asp, D-Asn, D-Glu y D-GIn se pudieron determinaron en la mayoria de
las plantas, mientras que D-Pro, D-Val, D-Leu y la D-Lys solo se observaron en cierta

plantas (Brickner y Westhauser, 2003).

Estos son solo algunos de los reportes de la presencia de estos isémeros en plantas. Al
pasar de los afios aln se sigue demostrando su presencia en otras especies de plantas y

todavia queda por definir cual es el papel que estos compuestos dentro de la planta.

Se ha reportado que los D-aminodacidos libres en el suelo pueden ser tomados por los
microorganismos y por las raices de las plantas (Svennerstam et al., 2007; Hopkins y
Ferguson 1994). Los microorganismos tienen la capacidad de metabolizar a los D-
aminoacidos en mayor porcentaje que a sus L-enantiomeros (Hopkins y Ferguson, 1994).
Sin embargo, las plantas poseen una baja capacidad para metabolizar los D-aminoacidos,

lo cual podria causar una inhibicién en su crecimiento (Aldag y Young, 1970).

Forsum et al. (2008) y Erikson et al. (2005) han reportado que los D-aminoacidos inhiben
el crecimiento en algunas plantas (Solanum esculentum, Hordeum vulgare, Zea mays,
Populus tremuloides, Nicotiana tabacum y Arabidopsis thaliana). Sin embargo, la
sensibilidad fue diferente entre ellas; en algunas, el crecimiento fue poco inhibido a
concentraciones de 0.03 mM de D-Ser y fuertemente inhibido a 3 mM (Forsum et al.,

10
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2008; Erikson et al, 2005). En otras plantas (Hordeum vulgare y Zea mays), una
inhibicion total fue observada solamente hasta 30 mM de D-Ser. Aunque se ha reportado
que los D-aminoacidos pueden tener un efecto tdxico para el crecimiento de las plantas,

todavia este hecho no esta bien sustentado (N&sholm et al., 2009).

Recientemente, Gordes et al. (2011) han mostrado que ocurre una inhibicién en el
crecimiento de Arabidopsis thaliana provocado por D-aminoacidos (Ala, Arg, His, Ser, Trp
y Tyr), el cual ocurrio a diferentes concentracion. También encontraron que los D-
aminoacidos suministrados al medio de cultivo fueron convertidos parcialmente a D-Ala y
D-Glu, esto podria deberse a una racemizacion de los D-aminoacidos en los tejidos de la
planta después de su absorcion (Fujitani et al., 2006). La desaminacion de D-aminoacidos

a ceto acidos ha sido reportada en maiz y Lolium (Aldag y Young ,1970).

El isémero L- o D-Trp en el suelo puede ser convertido por microorganismos en acido
indolacético (IAA), el cual podria influenciar el crecimiento y el desarrollo de las plantas

(Martens y Frankenberger, 1993).

La D-Ser desempefa un papel activo en el crecimiento del tubo polinico in vitro.
Curiosamente, es el agonista mas activo del receptor de glutamato (GLR) en el tubo

polinico de tabaco y Arabidopsis (Michard et al., 2011).

1.3.2 Presencia y funcion de los D-aminoacidos en bacterias

En muchas bacterias, los D-aminoacidos producidos en cantidades significativas son la D-
Ala y el D-Glu, los cuales estan incorporados en los peptidoglicanos. Estos compuestos,
son polimeros fuertes y elasticos de la pared celular bacteriana, los cuales son
sintetizados y modificados por las proteinas de unién a penicilina. Los peptidoglicanos
contrarrestan la presién osmética celular, manteniendo la forma de la célula (Lam et al.,
2009).

Los peptidoglicanos se componen de los amino-aztcares N-acetilglucosamina y &cido N-
acetiimuramico, unido a una cadena ramificada que contiene D-aminoéacidos (Figura 1.1).
Los D-aminoéacidos en la pared celular bacteriana contribuyen a dar resistencia ante la

digestién por enzimas proteoliticas (Friedman, 1999; Izaki et al., 1968).

11
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Figura 1.1 Estructura del peptldoghcano de Escher/ch/a coli (tomado de
Volimer, 2007)

Ademas de la D-Al y el D-Glu, se han encontrado otros D-aminoacidos formando parte de
los peptidoglicanos, variando segun el tipo de bacteria, la concentracion a la cual se

encuentran y el tipo de D-aminoacido (Figura 1.2) (Lam et al., 2009).

D-Leu

m
D-lle

D-Ala

Figura 1.2 Tipo y concentracién de D-aminoacidos presentes en los

peptidoglicanos de la pared celular bacteriana (tomado de Lam et al., 2009).

12
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1.3.3 Presencia y funcién de los D-aminoacidos en mamiferos

Desde el primer reporte de la presencia de los D-amino&cidos en tejido animal (Anclair y
Patton, 1950), se ha desencadenado la busqueda de estos isbmeros y de su posible
funcion en estos organismos. Ahora se sabe, a través del empleo de métodos sensibles y

selectivos, que estos compuestos estan presentes en pequenas cantidades (Schultz y
Moaini, 2003).

Con el avance de las técnicas analliticas, varios D-aminoacidos se encontraron en seres
humanos, en especial el &cido D-Asp y la D-Ser. El D-Asp fue el primero encontrado en el
cerebro de mamiferos y es uno de los mas abundantes (Dunlop et al., 1986). Este
enantiémero regula la sintesis hormonal y la secrecién en glandulas endocrinas (D'Aniello
et al.,, 2000; Wang et al., 2000). Con respecto a la D-Ser, el primer reporte fue en 1992,
donde se encontré una gran cantidad de este aminoacido en el cerebro de rata
(Hashimoto et al.,, 1993; Hashimoto et al., 1992) y en la actualidad, se reconoce como un

neuromodulador enddégeno muy importante en el cerebro de mamiferos (Hamase et al.,
2009).

La D-Ser es abundante, especificamente en la corteza cerebral, el hipocampo, el nucleo
olfatorio anterior, el tubérculo olfatorio y la amigdala de ratas. Este aminodacido fue
detectado originalmente en las células gliales, pero también estad presente en las
neuronas (Kartvelishvily et al., 2006). En cuanto a su metabolismo, se sabe que la D-Ser
se puede sintetizar por accién de una serina racemasa y se degrada por medio de una D-

aminodcido oxidasa.

En cuanto a su mecanismo de accion en el sistema nervioso central, se ha reportado que
interacciona con el sitio de unién del coagonista N-metil-D-aspartato (NMDA) de los
receptores de glutamato (GLR) del tipo NMDA (NMDA-GLR), modulando su actividad. Los
NMDA-GLR estdn implicados en numerosos procesos fisioldgicos y patolégicos,
incluyendo la plasticidad sinéptica, el aprendizaje, la memoria neuronal, la migracién

celular y las enfermedades neuronales (Mori et al., 2010).

El D-Asp se distribuye a lo largo de todo el cerebro; sin embargo, la cantidad de éste
cambia durante el desarrollo (Katane y Homma, 2011). En el adulto, esta presente en

altos niveles en la glandula pineal y la pituitaria, y en bajos niveles en el cerebro, el

13
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hipocampo, el hipotalamo, el cerebelo y el bulbo raquideo. En la glandula pineal, el 4cido
D-Asp suprime la sintesis y secrecién de melatonina (Katane y Homma, 2011; D’Aniello,
2007).

En la glandula pituitaria, el D-Asp induce repuestas diferentes dependiendo de su
localizacion: en el l6bulo anterior aumenta la sintesis y la secrecién de la prolactina, la
hormona luteinizante o lutropina y la hormona del crecimiento; en el lébulo intermedio
suprime el nivel de una hormona estimulante de los melanocitos y, en el |6bulo posterior y

el hipotalamo, modula la produccién de oxitocina y vasopresina (D’'Aniello, 2007).

Debido a que el D-Asp regula la actividad del NMDA-GLR, éste también funciona como un
neuromodulador en el cerebro (Errico et al., 2006; Huang et al., 2006). Ademas, ha sido
demostrado que esta involucrado en la neurogénesis y en el desarrollo del cerebro (Kim et
al,, 2010; Wolosker ef al, 1999). Este aminoacido es sintetizado por la aspartato
racemasa y degradado por la D-aspartato oxidasa (D'Aniello et al., 2011; Kim et al., 2010).

La D-Ala esta presente en altas concentraciones en la glandula pituitaria y el pancreas
(Morikawa et al., 2003) y en bajos niveles en otras regiones del cerebro. Los niveles de D-
Ala en la glandula pituitaria, asi como en el pancreas y la sangre, fluctian con el ritmo
circadiano: el nivel maximo durante el dfa es aproximadamente cuatro veces mayor que el
nivel minimo en la noche (Morikawa et al., 2008). La D-Ala esta presente en las células
gue contienen la hormona adreno corticotropica, en la glandula pituitaria y en las células B
de los islotes de Langerhans del pancreas durante la secrecién de insulina (Etoh et al.,
2009; Morikawa et al., 2007). Por lo tanto, se propone que la D-Ala pudiera tener alguna
funcion en la regulacién de los niveles de glucosa en la sangre a través de la accién de la

insulina (Hamase et al., 2009).

La D-Leu se encuentra presente en el cerebro en niveles muy bajos. La glandula pituitaria,
pineal, asi como el hipocampo, tienen niveles ligeramente mayores de D-Leu que otras
areas del cerebro (Hamase et al., 1997). La D-Pro y el D-Glu también se encuentran en el

cerebro en concentraciones muy bajas (Yamanaka et al.,, 2012; Kera et al., 1995).
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1.3.4 Presencia y funcion de los D-aminoacidos en insectos y otros animales

Una amplia variedad de péptidos biolégicamente activos han sido aislados a partir de la
piel de anfibios. Uno de estos compuestos, el heptapéptido dermorfina, presente en la piel
de una rana de arbol de América del Sur, Phyllomedusa sauvagei, es un potente opiato
cuyo receptor p-opiato tiene una alta afinidad y selectividad por el mismo. Este péptido
contiene D-Ala en la posicion 2 y este residuo es esencial para la union al receptor (Jilek
et al., 2005).También se ha reportado que en la piel de otros Phyllome dusinae, los
péptidos opiatos contienen un D-aminoacido. Mignogna et al. (1993) encontraron que las

secreciones de la piel de la rana Bombina variegata contenia D-lle.

Los péptidos con D-aminoacidos en sus secuencias también se han detectado en
diferentes especies de invertebrados, como caracoles, aranas y crustaceos (Jilek et al.,
2005). Felbeck y Wiley (1987) detectaron la presencia de los D-aminoé&cidos Val, Asp y

Ala en los tejidos de bivalvos marinos.

Por otro lado, la presencia de la D-Ser se ha reportado en lombrices, gusanos y otros
insectos del orden Lepidoreptera. Las evidencias sugieren que hay una baja cantidad de
D-Ser en las primeras etapas de las larvas de Bombyx, que aumenta en la etapa de
capullo y la pupacién. Ademas, en los tejidos de pupa se cataliza la conversion de L-Ser a
D-Ser, mientras que los tejidos larvales carecen de esta habilidad (Corrigan y Shivasant,
1966).

La D-Ala se ha encontrado en algunos moluscos y en Oncopeftus fasciatus (Auclair y
Patton, 1950). A pesar de que se ha determinado la presencia de los D-aminoacidos en
los diferentes organismos, lo Unico que se sabe es que pueden servir como mecanismo
de defensa (Mignona et al, 1993); sin embargo, en la mayoria de los casos es

desconocida su funcion.

1.4 Metabolismo de los D-aminoacidos

Las plantas son capaces de sintetizar todos los L-aminoacidos, mientras que los animales
estan limitados a la sintesis de ciertos aminoacidos solamente, los denominados no

esenciales. Los aminoacidos restantes son adquiridos a través del alimento.

Las plantas sintetizan los aminoacidos a través de reacciones enzimaticas. En el caso de
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los D-aminoacidos, se han reportado algunos mecanismos para su formacién, donde
intervienen enzimas tales como las racemasas, que convierten al L-aminoacido en D-
aminoacido y viceversa, y las transaminasas, que convierten un D-amino&cido a otro

diferente.

En las plantas se ha aislado y caracterizado una serina racemasa en A. thaliana (Fuijitani
et al., 2006), de la cual se han encontrado genes ortdlogos en monocotiledéneas (Fijitani
et al., 2007), asi como una D-aminodcido transferasa (D-AAt) en A. thaliana (Funakoshi et
al., 2008). Otra enzima que interviene en el metabolismo de los D-aminoacidos es la D-
aminoacido oxidasa, la cual cataliza la degradacion de los D-aminoéacidos (Gholizadeh y
Kohnehrouz, 2009).

A continuacién, se describen alguna de las rutas metabdlicas que participan tanto en la

biosintesis como en la degradacién de los D-aminoacidos en diferentes organismos.

1.4.1 Racemizacion

La racemizacién es la reaccion catalizada por la enzima racemasa, donde un L-
aminoé&cido es convertido en un D-amino&cido, o viceversa. Tanto en los animales como
en las plantas, se ha encontrado actividad de serina racemasa (Fujitani et al., 2007, 2006;
Wolosker et al., 1999). En las plantas, la serina racemasa ha sido aislada y caracterizada
a partir de A. thaliana en tejidos de raiz, roseta e inflorescencia y muestra una identidad
de un 46%, 45%, 39% y 30% con las serinas racemasas aisladas de humano, raton, S.
cerevisiae y E. coli, respectivamente, presentando una masa molecular de 35 kDa
(Fujitani et al., 2006). Esta enzima también ha sido aislada a partir de la raiz de cebada y
arroz; en estas especies se estima que posee una masa molecular de 35.7 kDa y una
identidad de un 68%, 46%, 45% y 28% con las serinas racemasas de Arabidosis thaliana,
humano, ratén y E. coli, respectivamente. Sin embargo, esta enzima difiere entre
monocotiledéneas (cebada y arroz) y dicotiledéneas (Abidopsis thaliana) segun estudios
filogenéticos; ademas, se ha demostrado que tiene actividades de racemasa vy

deshidratasa a la vez (conversion de serina a piruvato) (Fujitani et al., 2007, 2006).

En el suelo, los L-aminoacidos pueden estar sujetos a una racemizacion a D-aminoacidos,

la cual puede ser bibtica o abiética. La racemizacion abiética se produce debido a factores
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tales como el calor, el pH, la presencia de aldehidos, las sales, la radiacién y los
radicales. Por otro lado, la racemizacién bidtica es catalizada por racemasas que se

encuentran en el suelo (Friedman, 1999).

Existen dos tipos de racemizacion, aquella que es catalizada en presencia de una base y
la otra que lo hace en presencia de un acido. En la racemizacion catalizada por una base,
ocurre la eliminacién de un protén en el enlace C-H asimétrico del aminoacido para formar
un intermedio carbanién. El &tomo de carbono trigonal del carbanion se recombina con un

protén del disolvente, regenerando una estructura tetraédrica (Figura 1.3). La reaccion se

escribe como:

L-aminoécido ——>| D-aminoécido

El producto es racemico si puede tomar lugar en cualquier lado del carbanién, dando lugar

a una mezcla equimolar de los isémeros L y D (Friedman, 1999).

R R
HOOC R
HooC ‘ \ COOH
H HY
H = = H
NH, H,M NH>
L-Aminodcido Carbanion D-Aminoacido

Figura 1.3 Racemizacion catalizada por una base. En esta imagen se muestra
el mecanismo de eliminacién y adicién de un protén. El H* es sustraido del
enlace C-H de un aminoacido para formar un carbaniéon con carga negativa,
que ha perdido su asimetria original. El carbanién se puede recombinar con un
proton del disolvente para regenerar el aminodcido original (tomado de
Friedman, 1999).

Se ha reportado que la tasa de racemizacion depende de la forma en que se encuentren
los aminoéacidos en el suelo; si estan libres, la racemizacion es méas baja que si estivaran
unidos a un péptido. Por otro lado, cuando el pH es alcalino la racemizacién es mas

favorable al igual que entre temperaturas de 35-45°C (Friedman, 1999).

En la racemizacion catalizada por un acido, ocurre una protonacién de un grupo carboxilo

del L-aminoéacido para formar deshidroalanina y por ultimo, por la adicién de un protén
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genera una mezcla equimolar de los isémeros D y L (Figura 1.4).

H
\
H 0 H OH’ H (0 H 0
AN/ Ul ¢ /AR Sy A Vi
R 7/ \ —— R / \ —— — R
+ + + +
HaN OH HiN OH HaN OH H-M OH
| -Aminoacido D-Aminoéacido

Figura 1.4 Racemizacion catalizada por un acido. En esta reaccion se observa
un mecanismo de eliminacién y adicién de un protén. El carbanion se somete a
una reaccion para formar un sitio de unién a deshidroalanina, que reacciona con
los hidrogenos activos y rota su grupo funcional (modificado de Friedman,
1999).

Otro mecanismo a partir del cual se puede generar un D-aminoacidos es la reaccién de
Maillard, que sustenta la formacién de los D-aminoacidos en los alimentos. En este
estudio, se demuestra que los D-aminoécidos son formados a partir de L-aminoacidos en

soluciones acuosas a altas temperaturas (Kim y Lee, 2008).

1.4.2 Transaminacion

Durante la transaminacién ocurre la conversién de un L-aminoacido a otro por accién de
una transaminasa. Para los D-aminoacidos es similar el funcionamiento, ya que por
accion de una D-aminoacido transaminasa se cataliza la conversion de un D-aminoacido

a otro D-aminodcido diferente.

En las plantas se ha clonado una D-aminotransferasa funcional en A. thaliana, una
enzima potencialmente responsable del metabolismo de D-Asp y relacionada con la
aparicién de otros D-aminoacidos. Este es el primer reporte, en eucariotas, donde un
ADNc de una D-aminotransferasa fue clonado y caracterizado funcionalmente. Esta
enzima tiene una homologia de 23.8%, 26.2% y 19.6% con las de Bacillus sp. YM-1,
Bacillus subtilis y Bacillus sphaericus, respectivamente (Funakoshi et al., 2008). Sin
embargo, esta enzima se habia encontrado anteriormente en plantulas de chicharo,
adjudicandole la biosintesis de D-Ala en los tejidos, pero no se caracterizo funcionalmente
(Ogawa y Fukuda, 1973).
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1.4.3 Degradacion de los D-aminoacidos

En la degradacion de los D-aminoacidos participa una enzima llamada D-aminoacido
oxidasa; ésta es una flavoenzima que cataliza esteroespecificamente la desaminacion
oxidativa del D-aminoacido a su correspondiente cetoacido, amonio y peréxido de
hidrogeno (Tishkov y Khoronenkova, 2005). Se identificé por primera vez en tejidos de
hoja y raiz de maiz, y genes homoélogos de ésta han sido detectados en el genoma de
arroz y Arabidopsis, donde se ha observado que la concentracién de la enzima

incrementa con la edad de la planta (Gholizadeh y Kohnehrouz, 2009).

La existencia de las enzimas es una via para poder explicar la presencia de los D-
aminodcidos en los tejidos de las plantas. Por otra parte, estos compuestos podrian ser
tomados del suelo; debido a que es el lugar de donde las plantas absorben los
nutrimentos para el crecimiento, donde un érgano de vital importancia que lleva a cabo

estos procesos es la raiz.

1.5 Estructura del sistema radicular y sus modificaciones en respuesta a la

presencia exogena de nutrientes

La raiz es uno de los érganos méas importantes y adecuados para la captacién de aguay
nutrimentos, necesarios para la vida de la planta. La raiz se conforma por tres tipos de
tejidos: epidermis, o capa superficial; tejido fundamental o cértex y estela o cilindro
vascular, situado en el centro (Figura 1.5). Algunas células de la epidermis se modifican
para desempeniar la funcidn de absorcion; de ellas, parten largas proyecciones tubulares
llamadas pelos radicales que se sujetan al suelo. La raiz tiene un nucleo central formado
por bandas radiales de xilema, que se extienden hacia el cértex externo, entre las cuales

se forman hileras de floema.
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Il Epidermis [ Tejido vascular

[ Contex B Cortex

B Endodermis I Epidermis

[_IPericiclo []Centro quiescente
Cofia

Figura 1.5 Tipos de tejido que conforman la raiz de Arabidopsis. Del lado
izquierdo se presenta un corte transversal y del derecho uno longitudinal

(tomado de Malamy y Benfey, 1997)

Las plantas son organismos sensibles que adaptan su morfologia y érganos en desarrollo
a las condiciones ambientales. La raiz puede variar su crecimiento de acuerdo al tipo de
suelo y los nutrimentos que éste contenga (Harper et al., 1991). El crecimiento del sistema
radical es el producto de tres procesos: a) la divisién celular en el meristemo de la raiz
primaria, que provoca el crecimiento en longitud por adiciéon de nuevas células a la raiz, b)
la formacién de raices laterales que aumenta la capacidad de exploracion del sistema
radical y c) la formacion de pelos radiculares que incrementa el area total de la raiz
primaria y las raices laterales (Lopez-Bucio et al., 2003). A través de la modificacion de
estos tres procesos, las plantas pueden optimizar su arquitectura radical para aumentar la

captacion de recursos que se encuentran en el suelo (Figura 1.6).
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Figura 1.6 Sistema radicular de la planta, dividido en zonas o regiones que
llevan a cabo diferentes funciones (comentarios a la derecha) (modificado de

Purves et al., 2008)

La configuracion espacial del sistema radical (numero y longitud de 6rganos laterales),
también llamada arquitectura de raiz, varia ampliamente dependiendo de las especies de
plantas, la composicién del suelo y particularmente, de la disponibilidad de agua vy
nutrimentos minerales (Smith y Smet, 2012; Malamy, 2005). En el caso del NO;, se han
realizado experimentos en los que se aplica de manera localizada, resultando en la
estimulacion de la longitud y el niumero de las raices laterales. Estos estudios se han
realizado en chicharo {(Wiersum, 1958), trigo (Hackett, 1972), maiz (Granato y Raper,
1989) y chile habanero (Celis- Ardmburo et al, 2011). Por el contrario, Zhang et al.
(1999), demostraron en plantas de Arabidopsis que a dosis altas de KNO3 (50 mol m?) se

inhibia el crecimiento de las raices laterales.

Por otra parte, aunque el efecto del NH," sobre la raiz primaria es menos conocido, Drew
{(1975) demostré que en plantulas de cebada este idn tenia efectos similares al nitrato.
Este efecto fue igualmente observado por Lima et al. (2010), donde la formacién de raices
laterales con NH," se estimulaba en Arabidopsis thaliana, siendo estas mas densas y de

menor longitud.

Las plantas modifican su arquitectura radicular para localizar parches de N organico en el
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suelo; esta fuente puede ser en forma de aminoacidos (Walch-Liu et al, 2006). Los
aminoacidos al ser agregados exdégenamente provocan un efecto inhibitorio a altas
concentraciones, la Gly y el L-Glu provocaron tanto efectos positivos como negativos en el
crecimiento de la raiz primaria de Senecio vulgaris (Skinner y Street, 1954). En Avena
sativa, L-Val, L-Ser, L-Tyr, L-lle, L-Leu y L-Thr redujeron el crecimiento longitudinal de las
raices (Leblanc et al., 2008).

El 4cido L-Glu, a pesar de inhibir el crecimiento de la raiz primaria de Arabidopsis,
promovié inmediatamente después la formaciéon de raices laterales (Walch-Liu et al.,
2006). Este evento no se observo en Brassica napus (Leblanc et al., 2008). Por lo tanto, el
efecto provocado en las plantas por estos compuestos depende de la especie, tipo de

aminodcido y concentracion en la que se encuentre (Harris et al., 1959).

El L-Glu es una molécula senal en los mamiferos, y en 1998 se descubrié que Arabidopsis
posefa una familia de genes tipo receptores de glutamato (GLR) que estaban
relacionados con los receptores de glutamato del tipo inotrépico (iGluRs) de mamiferos
(Lam et al., 1998). También, se ha reportado que la aplicacién externa del L-Glu en las
plantas provoca cambios en la arquitectura radicular que han sido atribuidos como un
efecto de sefal (Walch-Liu y Forde, 2008), donde el apice radicular puede percibir por
medio de receptores a esta molécula, indicando la presencia de parches en el suelo ricos

en nutrimentos (Walch-Liu et al., 2006).

1.6 Receptores de glutamato en plantas

Los receptores ionotropicos de glutamato (iGIuRs) son canales catiénicos no selectivos
que median la sinapsis excitatoria rapida en el sistema nervioso central de los
vertebrados, y son permeables a calcio (Ca®) y sodio (Na*) (Kumar y Mayer, 2013). Estos
receptores son complejos macromoleculares, formados por cuatro o cinco subunidades
que pueden ser 0 no idénticas. Cada una tiene tres dominios transmembranales M1, M3 y

M4 y una porcién reentrante en la membrana M2 (Bigge, 1999).

Con base en su respuesta farmacolédgica a agonistas y antagonistas, estos receptores se
dividen en cuatro familias en mamiferos: los de tipo a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-

isoxazolpropiénico (AMPA), el de tipo kainato, el de tipo N-metil-D-aspartato (NMDA) y el
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de tipo delta (Meyer, 2006).

Entre sus caracteristicas se encuentra el ser activados cuando interacciona un respectivo
aminoacido con el sitio de unién, el cual varia segun el receptor. Esto provoca una
apertura del poro que permite el flujo de Ca®. La permeabilidad al Ca** varia entre los
receptores, siendo baja en los del tipo AMPA y kainato, a comparacién con los del tipo
NMDA que son mas permeables a Ca®*, mientras que los delta no muestran actividad de

canales iénicos.

A pesar de que los iGluRs fueron descritos primero en animales, sorprendentemente se
han identificado otros putativos en plantas (Lam et al., 1998). La similitud entre los genes
GLR de plantas y los iGIuURs de animales, en términos de estructura secundaria y
topologia transmembranal, se extiende por todos los dominios importantes que se
conservan en los iGluRs de animales, incluyendo dos dominios de unién a ligando y los

cuatro segmentos transmembranales (M1-M4) (Chiu et al., 1999).

En plantas de Arabidopsis, se ha demostrado que estos receptores son selectivos a Glu y
se han descubierto proteinas similares en arroz y rdbano (Kang et al., 2006; Li et al.,
2006). Un andlisis filogenético sugiere que la senalizacién debida a aminoacidos donde
participan los GLAs de plantas y de animales, puede ser un mecanis.mo primitivo que
existio antes de la divergencia entre estos organismos (Chen et al., 1999). Debido a la
similitud con los iGIuURs de animales, se sugiere que el homdélogo en plantas funciona

como un canal catiénico activado por Glu, Gly y D-Ser (Prince et al., 2012).

Las funciones fisiolégicas en las cuales estan involucrados los iGluRs de las plantas son:
la regulacion del metabolismo carbono y N (Kang et al, 2004), la respuestas a la luz
(Kang y Turano, 2003), el control de la sefalizacién por Ca®* (Lam et al., 1998), la
regulacion de la biosintesis de fitoreguladores (Kim et al., 2001), el balance hidrico (Kang
y Turano, 2003), la coordinacién de la actividad mitética durante el desarrollo de la raiz (Li
et al., 2006; Walch-Liu et al., 20086), el crecimiento del tubo polinico (Michard et al., 2011)

y la respuesta a la toxicidad por el aluminio (Sivaguru et al., 2003).
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1.7 Modelo de estudio: chile habanero

La familia de las Solanaceaes incluye un promedio de 25 especies y tiene su centro de
origen en las regiones tropicales y subtropicales de América, las cuales fueron llevadas a
distintas regiones del mundo (Long, 1998). Dentro de esta familia, se encuentra el género
Capsicum, del cual se han reconocido cinco especies domesticadas (C. baccatum L., C.

pubescens R., C. annuum L., C. chinense Jacq. y C. frutescens L.) (Tun, 2001).

Ramirez y Vasquez (2007) sehalan que los chiles se han convertido a nivel mundial en la
hortaliza de mayor crecimiento en los ultimos afos, entre la cual se encuentra el chile
habanero, que constituye una de las especies horticolas de mayor importancia econémica
para los productores del estado de Yucatan. En el Estado se cosechan alrededor de 3,000
toneladas anuales (Sagarpa 2011), ocupando el segundo lugar después del cultivo del
tomate (Tun, 2001).

El fruto se comercializa en fresco para su consumo directo 0 como materia prima para
procesamiento industrial. El interés por este cultivo no se centra Unicamente en su
importancia econémica; se ha demostrado que el chile es una fuente excelente de

colorantes naturales, vitaminas como la C, E y Ay minerales (Guzman et al., 2004).
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1.7.1 Clasificacion taxonomica y condiciones de crecimiento
Esta especie se encuentra clasificada taxonémicamente de acuerdo a Tun (2001) de la

siguiente manera.

Clase Angiosperma

Subclase Dicotileddnea
Superorden Sympetala
Orden Tubiflorales
Familia Solanaceae
Género Capsicum
Especie C. chinense Jacq.

El chile habanero se desarrolla mejor a una temperatura promedio superior a 24°C y no
mayor a los 35°C, ademas de que debe haber poca variaciéon entre las temperaturas
diurnas y nocturnas, asi como que la humedad aprovechable del suelo deber ser entre 80
y 90% (Ruiz-Lau et al.,, 2011; Pacheco-Méndez, 2005). Las bajas temperaturas (menos de
16°C) provocaron un menor y mas lento crecimiento, disminuyendo de esta manera su
redimiendo y calidad del fruto. Crece en suelos profundos y bien drenados, con textura
entre franco limoso y franco arcilloso, con un pH desde 6.5 a 7.0, de un buen nivel de
fertilidad y con una leve pendiente no menos de 8% para evitar areas que se encharquen

de una fuerte lluvia (Pacheco-Méndez, 2005).

En términos generales, el cultivo de chile habanero es exigente para potasio, nitrageno,
calcio, magnesio y fosforo, y los requerimientos nutritivos son de 250 kilogramos de
nitrégeno, 100 kilogramos de fosforo, 300 kilogramos de potasio, 200 kilogramos de calcio
y 100 kilogramos de magnesio durante todo el ciclo de produccién (Prado, 2006), aunque

éstos pueden variar de acuerdo al tipo de suelo, entre otros factores.
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El cultivo de esta planta esta limitado por factores climaticos que afectan la adaptacion,
desarrollo y produccién del chile habanero en Yucatan, como o son la precipitacion y la
temperatura, aunque la primera es la mas determinante, ya que varia tanto en las distintas
regiones del Estado como a lo largo del ano (Ruiz-Lau et al., 2011). El suelo es otro factor
limitante para el cultivo de esta planta, debido a los terrenos carbonatados y a la
presencia de afloramientos rocosos en la peninsula (Borges et al., 2008). Ademas, el 90%
de los suelos de la Peninsula presentan una concentracién alta de materia organica
(Ramirez, 2005).
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HIPOTESIS

Cuando el chile habanero sea expuesto a la presencia exégena de D-aminoéacidos, el
crecimiento y desarrollo de las plantulas sufriran cambios significativos con respecto a

aquellas que no han sido tratadas con estos compuestos.

OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de los D-aminoacidos sobre el crecimiento de chile habanero.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar el efecto de los D-amino&cidos sobre el crecimiento radicular de plantulas de chile

habanero en condiciones in vitro.

Determinar el efecto de dos mezclas de D-aminoacidos (D-Ala, D-Ser, D-Asp y D-Val, D-
Leu, D-Cys) sobre el desarrollo y el contenido endégeno de metabolitos nitrogenados de

plantulas de chile habanero creciendo en condiciones de hidroponia.

Evaluar la contribucién individual de D-Val, D-Leu y D-Cys al efecto general obetenido con

la mezcla de estos D-aminoacidos sobre el crecimiento.

Evaluar la toma de los D-aminoacidos (D-Val y D-Leu) por la rafz de chile habanero.

JUSTIFICACION

El chile habanero es una especie horticola de gran interés a nivel nacional e internacional,
la cual es cultivada en suelos con un alto contenido de materia organica, pH neutro o
ligeramente basico y en condiciones de temperatura elevada y con alta utilizaciéon de
fertilizantes organico (gallinaza y cerdaza) durante su cultivo. A pesar de que no existe
informacion al respecto, estas condiciones de cultivo favorecen la existencia de los D-

aminoacidos en los suelos.

El 90% de los suelos de Yucatdn donde se cultiva el chile habanero son altamente
pedregosos y pobres en N inorganico, aungue como se menciond anteriormente, ricos en
N organico. Los rendimientos que se alcanzan bajo estas condiciones son bajos,
comparados con aquellos que se obtienen en los suelos profundos y menos pedregosos
del Estado (5.31 ton ha' anuales; Sagarpa, 2012). Estos rendimientos no logran
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satisfacer las demandas que tiene este producto en los mercados locales, nacionales e

internacionales, cada vez crecientes (20 ton ha™'; Sagarpa, 2012).

Por otro lado, el chile habanero producido en Yucatan es codiciado en el mercado por su
calidad, traducida en su excelente sabor, aroma y picor. Debido a estas caracteristicas, al
chile habanero de Yucatan le fue otorgada la Denominacién de Origen (Diario Oficial de la
Federacion, 1991).

Entonces, una meta a lograr seria aumentar los rendimientos bajo estas condiciones de
suelo. Para alcanzarla, se podrian diseflar nuevas estrategias de fertlizacién y
condiciones de cultivo que sean amigables con el ambiente y que mantengan la excelente

calidad del chile.

Con este proyecto, se pretende generar conocimiento acerca del efecto de los D-
aminoacidos sobre el crecimiento vegetativo y de raices de chile habanero. Estos
compuestos constituyen una fuente probable de N en los suelos en donde el chile
habanero se cultiva, cuyo efecto sobre la planta no ha sido previamente estudiado. Los
resultados que se generen se podrian incluir en futuros programas de mejoramiento

agricola del cultivo.
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CAPITULO Il

EFECTO DE LOS D-AMINOACIDOS SOBRE EL CRECIMIENTO RADICULAR
DE CHILE HABANERO (CAPSICUM CHINENSE JACQ.) EN CONDICIONES IN
VITRO

2.1 INTRODUCCION

Casi todos los compuestos bioldgicos con un centro quiral se producen naturalmente sélo
en una forma estereoisomérica, D o L. Las células son capaces de sintetizar
especificamente los isémeros L de los aminoé&cidos, debido a que el sitio activo de las
enzimas es asimétrico, haciendo que las reacciones que catalizan sean
estereoespecificas. Por esta razén, los residuos de aminodcidos en las moléculas
proteicas son exclusivamente L isémeros; sin embargo, aquellos con D-aminoéacidos han

sido encontrados en algunos organismos {Lehninger, 2004).

Las plantas contienen D-aminoacidos en forma libre o conjugada (Robinson, 1976). Estos
aminoacidos pueden ser considerados como un constituyente principal de las plantas,

aungue en un bajo porcentaje (Brickner y Westhauser, 2003).

A pesar de que se ha detectado la presencia de los D-aminoacidos en algunos
organismos, no se conoce completamente su funcién en ellos. Existe mayor conocimiento
acerca del papel de estos compuestos en animales y se ha reportado que participan en la
sintesis y regulacién hormonal, en procesos fisioldgicos como la plasticidad sinaptica, el
aprendizaje, la memoria neuronal y como indicadores de edad, entre otros procesos (Mori
et al.,, 2010; Hamase et al., 2009; Morikawa et al., 2007; Wang et al., 2000; D'Aniello et al.,
1996; Dunlop et al., 1986).

El efecto que los D-aminoacidos tienen sobre el desarrollo de las plantas es muy poco
conocido. Se ha reportado que en Arabidopsis thaliana estos compuestos tienen un efecto
sobre el crecimiento, ya sea positivo o negativo, dependiendo del tipo de D-aminoacido
empleado. Por otro lado, se sabe que la D-Ser participa en el desarrollo del tubo polinico

en esta misma planta (Gérdes et al., 2011; Michard et al., 2011).

El objetivo de este capitulo fue determinar el efecto de los D-aminoacidos sobre el

crecimiento de la raiz primaria de chile habanero. Este 6rgano es de vital importancia en
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la toma de nutrimentos, por lo que cualquier cambio morfolégico que en él se presente

puede representar un cambio importante para el crecimiento y desarrollo de las plantas.

2.2 MATERIALES Y METODOS
2.2.1 Material vegetal

Se utilizaron semillas de chile habanero (Capsicum chinense Jacq.) de la variedad

naranja, la cual comercializa la empresa Séminis.

2.2.2 Desinfestacion y germinacion de las semillas

Para la desinfestacion de las semillas, éstas se colocaron en tubos de centrifuga de 50 ml
y se agreg6 alcohol al 80% (v/v), en agitacion por cinco minutos. Posteriormente, el
alcohol se retird y se hicieron cuatro lavados con agua destilada estéril, se agregé
hipoclorito de sodio (Cloralex®), el cual fue diluido al 30% (v/v, 1.65% de hipoclorito) y se
agité durante 15 min. Las semillas se retiraron de esta solucion y se lavaron cinco veces
con agua destilada estéril. Las semillas desinfestadas se mantuvieron en agua destilada

durante 48 horas, en condiciones de oscuridad, a 4°C.

Para la germinacion, las semillas estériles fueron transferidas a cajas de Petri estériles, en
las que previamente se coloc6 una capa fina de algodén y papel filtro humedecido con 10
ml de H,O destilada estéril. Las cajas de Petri se mantuvieron en condiciones controladas,

a 25 °C en oscuridad para la germinacién de las semillas.

2.2.3 Tratamiento con los D-aminoacidos sobre el crecimiento radicular en

condiciones in vitro

Una vez que ocurrié la protrusion de la radicula (de 4 a 5 dias), las plantulas fueron
transferidas a cajas de Petri conteniendo el siguiente medio de crecimiento: medio basal
NO: 23 mM &cido 2-(N morfolino)-etanosulfénico (MES), pH 5.8, sacarosa al 0.5% (p/v),
agar-agar al 1% (p/v) y las sales del medio B5 (Gamborg et al., 1968) diluidas 1:50.

Las fuentes inorganicas de nitrogeno (N) del medio B5 (nitrato de potasio y sulfato de
amonio) fueron eliminadas y se adicioné como unica fuente de este elemento 0.5 mM de
L-Glutamina (GIn). Este medio ha sido probado previamente en el laboratorio para evaluar

el efecto de los L-aminodcidos sobre el crecimiento radicular de chile habanero.
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Las cajas fueron colocadas en posicién vertical, en condiciones de oscuridad, hasta que la
raiz primaria alcanz¢ aproximadamente 2.2 + 0.5 ¢cm de longitud (aproximadamente cinco
dias). Previamente, se habia seleccionado esta longitud de la raiz primaria para llevar a
cabo experimentos con otras fuentes de N; raices con un tamafo menor eran mas
sensibles a la transferencia a los medios de tratamiento, mientras que las raices mas
largas no permitian evaluar el efecto de los compuestos por mas de dos o tres dias, dado

el tamafo de las cajas de Petri disponibles.

Para evaluar el efecto de los D-aminoé&cidos, estas plantulas fueron transferidas a cajas
de Petri que contenian el medio de crecimiento NO, al cual se le adicioné 1 mM del D-
aminoacido a ensayar. En este experimento, se evaluaron 19 D-aminoacidos. Para ello,
se prepararon soluciones madre acuosas de cada D-aminoacido (100 mM), las cuales
fueron esterilizadas por filtraciéon, adicionando alicuotas que correspondieran a una
concentracion final de 1 mM de cada aminoacido en el medio. El experimento se realiz6

en un cuarto de cultivo en condiciones controladas, en oscuridad y a 25 °C.

Como experimento testigo, se adicioné 1 mM KCI en lugar del D-aminoacido. En el
laboratorio se ha caracterizado previamente el crecimiento de la raiz primaria de chile
habanero en presencia de KCI, demostrandose gue no varia el crecimiento en una curva
dosis respuesta desde 0.01 hasta 10 mM de este compuesto y que el crecimiento es
similar en presencia de este compuesto que en presencia de 1 mM de KNO, (Celis-
Aramburo et al., 2011).

En este experimento, se evalu6 el crecimiento de la raiz primaria diariamente hasta el dfa
cuatro de tratamiento, siempre a la misma hora. La longitud total de la raiz primaria y el
nimero y longitud de raices laterales fueron evaluadas al décimo dia de tratamiento. El
crecimiento de la raiz primaria y de las raices laterales fue medido con una regla. Las
cajas de Petri fueron escaneadas diariamente. Se utilizaron tres cajas de Petri por
tratamiento, cada una conteniendo seis plantulas (n=18 plantulas) y los experimentos se

repitieron en dos ocasiones.

2.2.4 Tratamiento con L-aminoacidos en condiciones in vitro

En este caso se evaluo el efecto del estereoisomero L sobre el crecimiento diario de la
raiz primaria hasta el cuarto dia. Para este experimento, se utilizé el modelo descrito en el
punto 2.2.3 y los aminoacidos seleccionados fueron: L-Ser, L-Ala, L-Tyr, L-Asp, L-Asny L-
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Lys. Se utilizé una dosis de 1 mM de cada uno. Este experimento se llevé acabo también

con el estereocisémero D de cada uno de los aminoacidos seleccionados.

2.2.5 Curva dosis-respuesta

Para detectar la sensibilidad de la raiz de chile habanero a los D-aminoacidos, se
realizaron curvas de dosis-respuesta. Se seleccionaron los D-aminodacidos: D-Ala, D-Ser,
D-Asp, D-Met, D-Phe, D-Tyr, D-Asn y D-Lys y se probaron las concentraciones de 0.025
mM, 0.05 mM, 0.100 mM, 0.25 mM, 0.5 mM y 1 mM. También, se ensayaron los
aminoéacidos D-GIn, D-Arg, D-Glu a las concentraciones 1 mM, 2mM, 5 mMy 10 mM vy la
D-Vala 0.5 mM, 1 mM, 2 mM, 5 mM y 10 mM. Las dosis se seleccionaron con base en el
efecto observado al utilizar 1 mM de cada uno. En este experimento se determind el

crecimiento diario de la raiz primaria hasta los cuatro dias de tratamiento.

2.2.6 Analisis estadistico

Los datos obtenidos se sometieron a un analisis de varianza (ANOVA) y las diferencias
entre las medias fueron comparadas por una prueba de Tukey (P<0.05), utilizando el
paquete estadistico SIGMA STAT v.11.

2.3 RESULTADOS Y DISCUSION

2.3.1 Efecto de los D-aminoacidos sobre el crecimiento radicular de chile habanero

en condiciones in vitro

Para una mejor comprensién y analisis, los resultados de este experimento se presentan

divididos en cinco grupos de acuerdo al grupo R de los aminoacidos.

En la Figura 2.1 se presentan los resultados obtenidos para los aminoacidos con grupo R-
alifatico, entre los cuales se encuentra D-lle, D-Pro, D-Met, D-Val, D-Leu y D-Ala (Figura
2.1A). El crecimiento de la raiz primaria de las plantulas durante las primeras 24 horas de
tratamiento con la D-lle (0.98 * 0.06 cm, P< 0.05) y D-Pro (0.91 £ 0.09 cm, P< 0.05) fue
similar al testigo con KCI (0.99 + 0.15 c¢cm, P< 0.05) (Figura 2.1B). En contraste, las
plantulas tratadas con la D-Met (0.69 + 0.14 cm, Ps 0.05), la D-Val (0.68 + 0.02 cm, P<
0.05), la D-Leu (0.54 + 0.04 cm, P< 0.05) y la D-Ala (0.37 = 0.06 cm, P< 0.05) presentaron
una reduccién significativa del crecimiento de la raiz primaria, comparada con el testigo,
siendo este Ultimo aminoacido el que provocé el mayor efecto inhibitorio sobre la raiz
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primaria a las 24 horas de exposiciéon en este grupo.

A las 96 horas, la D-lle (3.8 + 0.12 cm, P< 0.05) y la D-Pro (3.53 + 0.11 cm, P< 0.05)
continuaron sin afectar el crecimiento de la raiz primaria, de manera similar al testigo a
este tiempo (3.9 + 0.49 cm, P< 0.05) (Figura 2.1C). Para el tratamiento con la D-Val (3.57
+ 0.17 cm, P< 0.05), se obtuvo un resultado interesante, dado que a las 96 horas la raiz
primaria habia crecido hasta valores similares a los observados en las plantulas testigo
(Figura 2.1C). Esto significa, que la velocidad de crecimiento de |a raiz primaria de estas
plantulas a partir de las 24 horas y hasta las 96 horas tuvo que ser mayor a la de las
plantulas testigo, debido a que en las primeras 24 horas este aminoécido redujo
significativamente el crecimiento, como se observa en la Figura 2.1B. La D-Met (1.18 +
0.29 cm, P<0.05), la D-Leu (1.27 = 0.17 cm, P< 0.05) y la D-Ala (0.39 + 0.04 cm, P< 0.05)
continuaron inhibiendo significativamente el crecimiento de la ralz primaria a las 96 horas.
La inhibicién provocada por la D-Met y la D-Leu fue similar, la cual fue de
aproximadamente un 70 % con respecto al testigo a este tiempo de tratamiento. El mayor
efecto inhibitorio fue el inducido por la D-Ala y fue de aproximadamente un 90 %. Ademas,
como se muestra en la Figura 2.1, las raices expuestas a D-Ala detuvieron su crecimiento
a partir de las 24 horas de exposicion al aminoacido. Este comportamiento sélo fue

observado con este aminoacido en este grupo.
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Figura 2.1 Efecto de los D-aminoacidos con grupo R-alifatico sobre el
crecimiento de la raiz primaria de chile habanero.A) Estructura quimica de los
D-aminoacidos con grupo R-alifatico: lle, Pro, Met, Val, Leu, Ala. Las raices de
chile habanero fueron expuestas por 24 (B) y 96 (C) horas a 1 mM de los D-
aminoacidos o 1 mM KCI (Testigo). En la figura se presenta el crecimiento
acumulado de la raiz primaria. Los datos representan la media + ES de 18
plantulas y las barras con letras diferentes representan diferencias significativas

entre los tratamientos (Tukey, P< 0.05).

En la Figura 2.2 se observa el crecimiento de la raiz primaria obtenido con los D-

aminoacidos con grupo R-aromatico (D-Trp, D-Phe y D-Tyr), cuya estructura quimica se
muestra en la Figura 2.2 A. El D-Trp (0.85 = 0.15 c¢cm, P< 0.05) no indujo un efecto

significativo sobre el crecimiento a las 24 horas de tratamiento comparado con el testigo

(0.99
(0.25

* 0.15 cm, P< 0.05). Sin embargo, la D-Phe (0.63 + 0.18 cm, P< 0.05) y la D-Tyr

+ 0.02 cm, P< 0.05) inhibieron significativamente el crecimiento a las 24 horas,
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Eo'nde el efecto inhibitorio fue mas significativo con la D-Tyr, siendo de aproximadamente

un 75 % de inhibicién a este tiempo (Figura 2.2 B).

A las 96 horas (Figura 2.2 C), se observé un patrén similar en el crecimiento de la raiz
primaria, observandose que el D-Trp (3.47 + 0.43 cm, P< 0.05) no inhibia
significativamente el crecimiento, mientras que la D-Phe (1.77+ 0.49 cm, P< 0.05) y la D-
Tyr (1.02 £ 0.19 cm, P< 0.05) provocaban una inhibicion de 55 y 74%, respectivamente,
comparados con las plantulas testigo (3.91+ 0.49 cm, P< 0.05). Como se puede observar
el efecto inhibitorio que provocd la D-Tyr fue similar a las 24 y a las 96 horas, esto
significa que el efecto maximo ocurrio a tiempos cortos, pero posteriormente las raices

continuaron su crecimiento.
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Figura 2.2 Efecto de los D-aminoacidos con grupo R-aromatico sobre el
crecimiento de la raiz primaria de chile habanero. A) Estructuras quimicas de
los D-aminoacidos con grupo R-aromatico (D-Trp, D-Phe y D-Tyr). En esta
figura se observa el crecimiento acumulado de la raiz primaria de chile
habanero expuesta por 24 (B) y 96 horas (C) a 1 mM de los D-aminoacidos

mencionados en la seccion A o 1 mM KCI (Testigo). Los datos representan la
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media £+ ES de 18 plantulas y las barras con letras diferentes representan
diferencias significativas entre los diferentes D-aminoacidos por la prueba de
Tukey (P< 0.05).

En la Figura 2.3 A se muestra el efecto de los D-aminoacidos con grupo R-polar sin carga
(D-Gin, D-Asn, D-Ser, D-Thr y D-Cys). A las 24 horas (Figura 2.3 B), la D-GIn (0.72 £ 0.17
cm, P< 0.05) fue el unico aminodcido de este grupo que no modificd significativamente el
crecimiento radicular, en comparacién con el testigo. El crecimiento fue similar entre los
D-aminoacidos GIn, Asn (0.58 + 0.19 cm, P< 0.05), Ser (0.56 = 0.05 cm, P< 0.05) y Thr
(0.52 £ 0.04 cm, P< 0.05), siendo la D-Cys (0.34 + 0.03 cm, P< 0.05) el aminoacido que
provocé una mayor inhibicion en el crecimiento con respecto al testigo (0.99 % 0.15¢cm, P<
0.05).

A las 96 horas (Figura 2.3 C), se observd que la D-GIn (3.94 + 0.3 cm, P< 0.05) no
modifico el crecimiento de la raiz primaria, siendo éste similar al testigo (3.9 £ 0.49 cm, P<
0.05). Por otro lado, los D-aminoéacidos Ser (1.46 + 0.01 cm, P< 0.05), Thr (1.95 £ 0.2 cm,
P< 0.05) y Cys (1.55 £ 0.35 cm, P< 0.05) tuvieron valores similares en el crecimiento de la
raiz primaria, los cuales fueron significativamente menores con respecto a su testigo. Se
observé que la D-Asn indujo la mayor inhibicién en el crecimiento, alcanzando un valor de
0.99 £ 0.22 cm, P< 0.05.
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Figura 2.3 Efecto de los D-aminoacidos con grupo R-polar sin carga sobre el
crecimiento de la raiz primaria de chile habanero. A) Estructuras quimicas de
los D-aminoacidos con grupo R-polar sin carga (D-GIn, D-Asn, D-Ser, D-Thr, D-
Cys). En esta figura se observa el crecimiento acumulado de la raiz primaria de
chile habanero expuesta por 24 (B) y 96 (C) horas a 1 mM de los D-
aminoacidos mencionados en la seccion A o 1 mM KCI (Testigo). Los datos
representan la media + ES de 18 plantulas y las barras con letras diferentes
representan diferencias significativas entre los diferentes D-aminoacidos
(Tukey, P<0.05).

En la Figura 2.4 se presenta el efecto de los D-aminoacidos con grupo R-cargados
positivamente (D-Arg, D-Lys y D-His, Figura 2.4 A). A las 24 horas (Figura 2.4 B) en el
caso de la D-Arg (0.95 + 0.21 ¢cm, P< 0.05), el crecimiento de la raiz primaria de chile
habanero fue similar al del testigo, mientras que con la D-Lys (0.49 + 0.05 cm, P< 0.05) y
la D-His (0.47+ 0.02 cm, P< 0.05) el crecimiento entre éstos fue similar, pero
significativamente menor que el testigo. Este mismo comportamiento fue observado a las

96 horas de aplicacién (Figura 2.4C).
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Figura 2.4 Efecto de los D-aminodcidos con grupo R-cargado positivamente

sobre el crecimiento de la raiz primaria de

chile habanero. A) Estructuras

guimicas de los D-amino&cidos con grupo R-cargados positivamente (D-Arg, D-

Lys y D-His). El crecimiento acumulado de la raiz primaria de chile habanero

expuesta por 24 (B) y 96 (C) horas a 1 mM de los D-aminoacidos mencionados

en la seccion A o 1 mM KCI (Testigo). Los datos representan la media + ES de

18 plantulas y las barras con

letras diferentes representan diferencias

significativas entre los diferentes D-aminoacidos (Tukey, P< 0.05).

En las graficas de la Figura 2.5 se presenta el comportamiento de la raiz primaria de chile
habanero expuesta a los D-aminoéacidos con grupo R-cargados negativamente entre los
cuales esta el acido D-Glu y el acido D-Asp (Figura 2.5 A). A las 24 de exposicién (Figura
2.5 B) se observa que las raices tratadas con D-Glu (0.88 = 0.3 cm, P< 0.05) tuvieron un
crecimiento similar del testigo; por el contrario con el D-Asp se inhibio el crecimiento de la
raiz, siendo éste de solamente 0.08 + 0.03 cm, P< 0.05. A las 94 horas (Figura 2.5 C) de
exposicion, se observa que con el D-Glu (3.46 £ 0.09 cm, P< 0.05) la raiz primaria

mantuvo un crecimiento similar al testigo (3.91+ 0.49 cm, P< 0.05); sin embargo, con el D-
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Asp se observa una detencion en el crecimiento de la raiz primaria desde las 24 horas de

exposicion.
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Figura 2.5 Efecto de los D-aminoacidos con grupo R-cargado negativamente
sobre el crecimiento de la raiz primaria de chile habanero. A) Estructuras
quimicas de los D-aminoacidos con grupo R-cargados positivamente (D-Glu y
D-Asp). En esta figura se observa el crecimiento acumulado de la raiz primaria
de chile habanero expuesta por 24 (B) y 96 (C) horas a 1 mM de los D-
aminoacidos mencionados en la seccion A o 1 mM KCI (Testigo). Los datos
representan la media + ES de 18 plantulas, las barras con letras diferentes
representan diferencias significativas entre los diferentes D-aminoacidos
(Tukey, P<0.05).

Respecto al crecimiento acumulado de la raiz primaria después de cuatro dias de
tratamiento, se pudc observar que la inhibicién del crecimiento de la raiz primaria en
respuesta a la presencia exdgena de los D-aminoacidos fue dependiente del tipo de
aminoacido. Esta inhibicion fue mayor con el D-Asp, con un 97% de inhibicién, seguido
por la D-Ala, la cual inhibid en un 85% aproximadamente con relacién al KCl y en
comparacion con otros aminoacidos, tales como D-lle, D-Val, D-GIn y D-Arg, los cuales no

tuvieron una diferencia significativa comparada con el crecimiento observado en el testigo.
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Inclusive se observa que entre los D-aminoacidos pertenecientes al mismo grupo, el

efecto fue diferencial en cada caso.

En trabajos previos en donde las plantas han sido expuestas a la presencia exdgena a los
D-aminodcidos, se habia observado que estos inhibfan el crecimiento, por lo que se
considera que son toxicos para las plantas, debido a su baja o nula tasa de eliminacién
(Gordes et al.,, 2011; Forsum et al., 2008; Erikson et al., 2004). Sin embargo, también se
ha encontrado que los D-aminodcidos Val e lle no afectan el crecimiento de las plantas
(Erikson et al., 2004). Esta respuesta coincide con la encontrada en este trabajo. Ademas,
se ha reportado que estos aminoacidos pudieran ser una fuente de nitrégeno alternativa
(Hill et al., 2011).

2.3.2 Cambios morfolégicos en la raiz primaria de las plantulas de chile habanero

Ademas de los cambios reportados en el crecimiento de la raiz primaria, la aplicaciéon de
los D-aminoacidos provocé cambios morfolégicos en las raices, los cuales variaron de

acuerdo al tipo de D-aminoé&cido suministrado al medio (Anexo 1).

Entre los cambios morfolégicos mas notorios, se encuentra la produccién de raices
laterales provocado por la aplicacién de la D-Leu, y el aumento de pelos radiculares que
fue mas notorio en el tratamiento con D-Cys, a partir del cuarto dia de exposicion (Figura
2.6A). Desde el punto de vista fisioldgico, estos cambios son importantes para los
aspectos nutricionales de la planta, debido a que ambas estructuras contribuyen al

desarrollo de una mayor area de absorcion de nutrimentos (Gregory, 2006).

Otro cambio importante se observd en las raices expuestas a la D-Tyr, donde ocurrié un
oscurecimiento en algunas zonas de la raiz primaria a las 96 horas de tratamiento (Figura
2.6B); empero, el nuevo crecimiento de la raiz no presenté esta caracteristica, el
oscurecimiento solamente fue visible en la zona que estuvo durante mas tiempo en
contacto con el D-aminoacido. En este caso, la coloracion podria deberse a una
racemizacion de la D-Tyr a L-Tyr. Esta coloracién estaria asociada a una acumulacion de
melanina, que es un compuesto encontrado en plantas y animales (Kim y Uyama, 2005),
el que es sintetizado a partir de la L-Tyr por la enzima tirosinasa (Nerya et al., 2003). En
los organismo vivos, la melanina sirve como un sistema de defensa contra ataques, dano

o lesiones que provienen de agentes externos (Nappi, 2010).
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En cuanto al crecimiento de la raiz primaria, se puede destacar el provocado por la D-Val.
A las 24 horas el crecimiento de la raiz primaria con este aminoacido fue menor al
observado con el testigo; sin embargo, a las 96 horas se observa una recuperacion en el
crecimiento, igualando la longitud de la raiz primaria del testigo (Figura 2.6 C). Esta
aceleracion en el crecimiento radicular Unicamente fue observada con las raices

expuestas a la D-Val.

A) B) C)
KCI D-Leu D-Cys KClI  Tyr24h Tyr 96h KCI 24h D-Val 24h

KCI 96h D-Val 96h

Figura 2.6 Cambios significativos en el crecimiento de raiz primaria. A) En la

figura se observan cambios morfoldgicos en la raiz primaria, un aumento en el
numero de raices laterales producido por la D-Leu (10 dias de exposicion al D-
aminoacido), ademas un aumento en la produccién de pelos radiculares
causado por la D-Cys (cuatro dias de exposicién), B) Cambio de coloracion dela
raiz ocasionado por la exposicion a la D-Tyr, C) Recuperacién en el crecimiento

de la raiz primaria ocasionado por la D-Val a las 96 horas de exposicion.

2.3.3 Respuesta estereoespecifica de la raiz primaria de chile habanero a los

aminoacidos

Debido a los cambios morfolégicos y de crecimiento observados en las raices de chile
habanero por la aplicacién exogena de los D-aminodacidos, se evalud si esta respuesta
pudiera ser similar con su estereoisbmero L, por lo que se seleccionaron aquellos

aminoacidos que provocaron un mayor efecto inhibitorio en el crecimiento de la raiz
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primaria.

Los aminoacidos evaluados fueron: la L-/D- Ala, L -/D -Tyr, L -/D - Asp, L-/D- Asn, L-/D-
Lys. En este experimento se observo que, a excepcion de la L-Tyr, los L-aminoacidos
ensayados no inhibieron significativamente el crecimiento de la raiz primaria a las 96 h de

exposicion (Figura 2.7).

CRECIMIENTO ACUMULADO (cm)

VO VOl VO

S e O S RR (S S
NN E N b V,vo,v? A PO

Figura 2.7 Efecto estereoespecifico de los aminoacidos sobre el crecimiento
radicular. El experimento fue realizado utilizande 1 mM de los L- y D-
aminoacidos o 1 mM de KCI (testigo). Los datos representan el valor promedio
del crecimiento radicular (n=18 plantulas) a las 96 horas de tratamiento. Letras

diferentes indican diferencias significativas entre tratamiento (Tukey, P < 0.05).

Mediante estos datos, se comprob6 que el crecimiento de la raiz primaria depende del
estereoisémero aplicado, donde de forma general el estereocisomero D fue mas efectivo

para inhibir el crecimiento.

El caso mas notorio fue el observado con el L-Asp y el D-Asp donde el estereoisomero L
no inhibe el crecimiento de la raiz primaria; sin embargo, el D-Asp fue el aminoacido que
provocd un mayor porcentaje de inhibicion en el crecimiento, a comparacion con todos los

aminoacidos evaluados.
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2.3.4 Curva dosis-respuesta

En este experimento, se utilizaron diferentes concentraciones de los D-aminoacidos
anteriormente mencionados en la seccion 2.2.4 de Materiales y Métodos para determinar
la sensibilidad de |a raiz primaria. En el anexo Il se muestran los resultados obtenidos con

estos aminoacidos a las 24 y 96 horas de exposicion.

En la figura 2.8 se observa que la dosis de los D-aminoacidos Met, Tyr, Ser y Asn a la
cual se inhibié el crecimiento fue a partir de 0.5 mM; sin embargo, la raiz primaria
presentd una mayor sensibilidad a la D-Ala que inhibié el crecimiento a una dosis de 0.1
mM y el D-Asp al que la raiz fue més sensible debido a que inhibid el crecimiento a partir
de 0.050 mM.

En el caso de la D-Phe, ésta inhibid el crecimiento de la raiz a partir de 1 mM, obteniendo
un porcentaje de inhibicién de 30% (Cuadro 2.1).La D-Val y el acido D-Glu inhibieron el
crecimiento a la misma concentracién, la cual fue de 2 mM, obteniendo un porcentaje de
inhibicion de 28% y 47%, respectivamente (Cuadro 2.1). Con la D-GIn y la D-Arg se
observo que la dosis inhibitoria fue de 5 mM para ambos, con valores de inhibiciéon de

47% y 40%, respectivamente.
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Figura 2.8 Dosis inhibitoria de los D-aminoacidos sobre el crecimiento de la raiz
primaria, evaluada al cuarto dia de tratamiento. Los datos representan la
concentracién a la cual se inhibi6 el creciendo de las raices en presencia de los

D-aminoacidos.

Cuadro 2.1 Porcentaje de inhibicién del crecimiento de la raiz primaria obtenido
a la minima dosis inhibitoria de los D-amino&cidos, a las 96 horas de
exposicion. El 0% de inhibicion correspondié al tratamiento testigo, el cual fue
1.0786 £ 0.04 cm, P<0.05.

D-aminoacidos Dosis Inhibitoria (mM) % de inhibicion

Ala 0.1 22.97 + 6.61
Val 2 28.12 £5.82
Phe 1 30.18 £ 5.16
Met 0.5 31.56 £ 7.54
Tyr 0.5 33.53 +6.23
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Asp 0.05 36.83 +8.18
Arg 5 40.41+£8.29
Ser 0.5 40.76 £ 3.57
Asn 0.5 43.77 £ 10.67
Glu 2 46.94 + 9.06
Gin 5 74.97 + 4.85

Los L-aminoacidos son los que se encuentran comunmente en los seres vivos y hasta
ahora, los mas caracterizados, ya que se ha visto que pueden ser una fuente alternativa

de N dando lugar a cambios en el crecimiento de las plantas (Hugh y Jeefferies, 2003).

Sin embargo, el crecimiento de las plantulas en presencia de los D-aminoacidos presentd
diferencias en cuanto al crecimiento de la raiz primaria. Con los D-aminoacidos Val, lle y
GIn no se observé un efecto negativo en el crecimiento, por el contrario con la D-Ala y el
D-Asp se obtuvo un mayor porcentaje de inhibicion con relacion al resto de los
tratamientos. La D-Val tampoco inhibio el crecimiento radicular en Arabidopsis thaliana,
mientras que otros como D-Ala, D-Ser y D-Tyr si lo hicieron y a una dosis menor a 1 mM.
Sin embargo, a diferencia de lo que ocurrié en chile habanero, el acido D-Asp no inhibi6 el
crecimiento en Arabidopsis (Gordes et al., 2011). Los resultados obtenidos sugieren que
las raices de chile habanero son mas sensibles a la presencia de los D-aminoacidos que
las de Arabidopsis (Gordes et al., 2011).
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2.4 CONCLUSION

Los D-aminoacidos tienen un efecto sobre el crecimiento y la morfologia de la raiz de chile
habanero, el cual es dependiente de la concentracion, el tiempo de exposicidn y el tipo de
D-aminoacido. Se observé estereoespecificidad en la respuesta radicular a los
aminoacidos, y en todos los tratamientos, las raices fueron mas sensibles a los D-

estereoisémeros.

Los resultados demuestran que las raices de chile habanero pueden modificar su
crecimiento cuando se encuentran expuestas a los D-aminoacidos y sugieren que esta
fuente organica de N podria afectar mecanismos como la absorcién de nutrimentos a

partir de su presencia y de su interaccién con las raices en suelo.
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CAPITULO Il

EFECTO DE LOS D-AMINOACIDOS SOBRE EL CRECIMIENTO DE
PLANTULAS DE CHILE HABANERO CRECIENDO EN CONDICIONES DE
HIDROPONIA

3.1 INTRODUCCION

El N es un macronutrimento requerido en grandes cantidades por las plantas siendo el
nitrato la mayor fuente de N inorganico en los suelos agricolas (Frink et al, 1999).
Comprende entre el 1.5 y 2% de su peso seco y aproximadamente el 16% del total de
proteinas producidas. En los suelos, las plantas utilizan la raiz como oérgano de
percepcién y adquisicion de nutrimentos y agua. La capacidad para la absorcion de este
nutrimento por el sistema radicular esta determinada por las adaptaciones fisiolégicas y
de desarrollo, donde un mayor numero de ramificaciones permite una mayor exploracién

de un volumen de suelo y por ende, una mayor absorcion (Zhang et al, 2007).

Ademas de la absorcidon de N inorganico, las plantas son capaces de absorber formas de
N organico (Virtanen y Linkola, 1946); por ejemplo, en forma de aminoacidos (Persson y
Nasholm, 2001). Aunque la afinidad de las raices por la toma de aminodcidos se
encuentra en el mismo rango que la de los microorganismos del suelo (Jamtgéard et al,
2008), mucho estudios sugieren que los aminoacidos son absorbidos preferentemente por

las plantas, por lo que podrian ser una fuente potencial de N (Persson y Nasholm, 2001).

Los aminoacidos en el suelo se derivan de la descomposicién de proteinas y péptidos
procedentes de los organismos (Kielland et al., 2007).Generalmente, los L-aminoacidos
son los predominantes en los suelos; sin embargo, se ha reportado que algunos D-
aminoacidos también son abundantes en ellos (D-Ser, D-Ala, D-Asp y D-Glu) (Vranova et
al., 2012).

Existen muy pocos estudios acerca del efecto de estos estereoisémeros sobre el
crecimiento de las plantas y en su mayoria se describe un fuerte efecto inhibitorio en el

crecimiento, particularmente en la planta modelo Arabidopsis, sugiriendo una competencia
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entre los D-aminoacidos con las formas L para unirse a los ARNt o para inhibir
competitivamente a las aminotransferasas (Forsum et al, 2008). Con base en los
resultados obtenidos en el capitulo anterior, el objetivo de este capitulo fue evaluar el
efecto de éstos sobre el crecimiento de la planta de chile habanero durante periodos de

tiempo prologando (30 dias).

3.2 MATERIALES Y METODOS
3.2.1 Material vegetal
3.2.1.1 Desinfestacion y germinacion de las semillas

Se utilizaron semillas de chile habanero (Capsicum chinense Jacq.) de tres variedades, la
naranja que comercializa la empresa Séminis y dos variedades yucatecas, la Mayan Chan
y la Mayan Ek, de frutos rojo y naranja, respectivamente. Para la desinfestacion y la
germinacion de las semillas se sigui6 el protocolo descrito en la seccién 2.2.2 del capitulo
Il.

3.2.2 Evaluacion del efecto de los D-aminoacidos sobre el crecimiento de chile

habanero creciendo en condiciones de hidroponia

3.2.2.1 Efecto de mezclas de D-aminoacidos

Cuando ocurrio la protrusion de la radicula, las semillas se trasladaron a recipientes
conteniendo vermiculita estéril para el crecimiento de la plantula. Se adicion6 50 ml de
solucion Hoagland (Richard-Morland et al, 2008) semanalmente. Se colocaron en
condiciones de fotoperiodo (16 h luz/ 8 hrs oscuridad) a una intensidad luminica de 114
umolm? seg”', a 25°C para el crecimiento de las plantulas durante 45 dias.
Posteriormente, las plantulas fueron retiradas cuidadosamente de la vermiculita evitando
danar las raices, subsecuentemente se realizé tres lavados con agua estéril para limpiar
los restos de vermiculita, después se trasladaron a condiciones de hidroponia durante
cuatro dias, colocandolas en un recipiente cubierto con papel aluminio para evitar el paso

de la luz, el cual contenia 2 L de solucién Hoagland a 2 de su fuerza i6nica.

Las plantulas, divididas en cuatro grupos, se transfirieron a un medio conteniendo la
solucion Hoagland sin fuente de N (Richard-Morland et al., 2008) y se les aplicaron los

tratamientos siguientes: -N: plantulas creciendo en ausencia de cualquier fuente de N,
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adicionando 1 mM KCI para mantener los niveles de K en el medio; +NI: plantulas
creciendo en presencia de 1 mM de KNO; + 0.3 mM de NH,Cl como fuentes de N; NI +
M1: plantulas creciendo en presencia de 1 mM de KNO; + mezcla 1 de D-aminoacidos a
una concentracion final de 0.3 mM {D-Ser, D-Ala y D-Asp, cada uno a 0.1 mM) y NI + M2:
plantulas creciendo en presencia de 1 mM de KNO; + mezcla 2 de D-aminoacidos a una
concentracion final de 0.3 mM (D-Val, D-Leu, D-Cys, cada uno a 0.1 mM).

La seleccion de los aminoacidos componentes de la mezcla 1 se basd en aquellos que
estuvieran presentes en el suelo a partir de mas de una fuente, ya sea por heces fecales,
orina, flora bacteriana, antibidticos o la lombriz de tierra, haciendo que su presencia en el
suelo sea mas probable que la de otros D-aminoacidos. E! criterio para la seleccién de la
mezcla 2 fue el efecto que éstos tuvieron sobre el sistema radicular de chile habanero en
condiciones in vitro. A partir de los resultados del ensayo de todos los D-aminodcidos
(capitulo 1), se seleccionaron aquellos que provocaron cambios importantes sobre el
sistema radicular de chile habanero; por ejemplo, la induccion de un mayor nimero de

pelos radiculares, mayor nimero de raices laterales, etc.

Las plantulas se mantuvieron en esta solucién durante 30 dias, bajo las condiciones
controladas descritas previamente. El medio se cambidé semanalmente. La cosecha del
material se realiz6 a los 0, 7, 14 y 28 dias y se evaluaron los siguientes pardmetros:
crecimiento (peso fresco y seco aéreo de la parte aérea y radicular, altura de la planta,
nimero de hojas, area foliar, longitud radicular total, nimero de raices laterales y area
radicular) y contenidos de nitrato, aminoacidos totales y proteinas totales, como se

describe posteriormente.

El peso seco aéreo y radicular fue determinado por secado del material en la estufa a 60
°C hasta peso constante. El area foliar y radicular, asi como la longitud radicular total y el
numero de raices laterales fueron determinados usando el programa WinRhizo (WinRhizo
Pro). Para la determinacién de los parametros de crecimiento, se utilizaron cinco plantulas
independientes, mientras que para los bioquimicos, se utilizé el material proveniente de

10 plantulas.
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3.2.2.2 Efecto de D-aminoacidos individuales

Con base en las evaluaciones anteriores sobre el crecimiento de las plantulas, se
seleccioné una variedad vegetal y una mezcla de aminoacidos para la repeticion del
experimento. Esta seleccion fue de acuerdo a los mejores resultados fisiolégicos vy
bioquimicos obtenidos; en este caso se eligid la variedad naranja que comercializa la
empresa Séminis y el tratamiento con la mezcla 2 de los D-aminoécidos (D-Val, D-Leu y
D-Cys). Las plantulas fueron sometidas a los siguientes tratamientos:+NI: 1 mM de KNO,
+ 0.1 mM de NH.CI; NI + M2: 1 mM de KNO; + mezcla 2 de D-aminoacidos a una
concentracion final de 0.3 mM (tratamiento similar al experimento anterior); NI + Val: 1
mM de KNO; + 0.1 mM de D-Val; NI + Leu: 1 mM de KNO3 + 0.1 mM de D-Leu y NI +
Cys: 1 mM de KNOj; + 0.1 mM de D-Cys.

Los tratamientos 3, 4 y 5 se disenaron con el objetivo de conocer el efecto individual que
tenian cada uno de los D-aminoacidos de la mezcla sobre el crecimiento de Ias plantas.
Para este experimento, la cosecha del material se realizd6 en los dias 0 y 28 de
tratamiento y se evaluaron los parametros de crecimiento y bioquimico descritos

anteriormente.

3.2.3 Analisis de nitratos, aminoacidos totales y proteinas totales

Para la extraccion de proteinas, se pulverizaron 0.5 g de raiz y hoja por separado con
nitrogeno liquido, y luego se adicionaron 1% de polivinil pirrolidona (p/v) y el amortiguador
de extraccion (1.25 ml; 50 mM CaClz, 50 mM Tris-HCI, pH 8 y 1 mM B-mercaptoetanol).
Posteriormente, se homogeneizé con un politrén y se centrifugd a 12000 g durante 30
minutos a 4°C. El sobrenadante se recuperd y utilizdé para la determinacién de proteinas
totales (mg g peso fresco) por el método de Bradford (1976), siguiendo el protocolo
sugerido por el fabricante (BioRad, No. Cat. 50000086). Para la cuantificacion, se realizo

una curva patrén utilizando como estandar albumina sérica bovina.

El andlisis de nitratos se realizé a partir de este extracto, de acuerdo a la metodologia
propuesta por Cawse (1967). Para la determinacién de aminodcidos (mg g™ peso fresco)
se siguié la metodologia de Yemm y Cocking (1955), usando una curva patron de

glutamato de potasio (Sigma-Aldrich).
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Se realizaron tres extractos separados de tejidos de raiz y hoja y las evaluaciones se

hicieron por triplicado.

3.2.4 Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron sometidos a un analisis de varianza (ANOVA) vy las
diferencias entre las medias fueron comparadas por la prueba de Tukey (P<0.05),
utilizando el paquete estadistico SIGMA STAT v.11.3.3.

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Efecto de mezclas de D-aminoacidos sobre el crecimiento de plantulas de

chile habanero en condiciones de hidroponia

En este primer experimento, se utilizaron dos mezclas de D-aminoacidos, la mezcla 1
(M1) integrada por los D-aminoacidos Ser, Ala y Asp, cuya presencia en los suelos seria
mas probable, y la mezcla 2 (M2) conteniendo a la D-Val, D-Leu y D-Cys, seleccionados a

partir de los resultados in vitro, como se describié en Materiales y Métodos.

En la Figura 3.1 se presenta la cinética de crecimiento, con base en los pesos fresco y
seco de las plantulas de chile habanero de la variedad Séminis, en presencia de
diferentes condiciones de N. Las plantulas creciendo en presencia de N (+NI, NI + M1 y NI
+ M2) alcanzaron siempre un mayor crecimiento al dia 28 de tratamiento, comparada con

aquellas que lo hicieron en un medio que no contenia N (-N, Figura 3.1).

Cuando las plantulas fueron sometidas a una fuente de N, éstas aumentaron
aproximadamente 0.38 g de peso fresco aéreo (3.2 veces mas que el valor inicial al dia 0)
durante los 28 dias de tratamiento, mientras que s6lo aumentaron 0.06 g (1.3 veces)
cuando no estuvieron en presencia de N durante ese mismo periodo (Figura 3.1 A). A los
28 dias no se observaron diferencias significativas entre el peso fresco aéreo de aquellas
plantulas creciendo en presencia de N inorganico (+NI) y una mezcla de N inorganico + N
orgénico (Figura 3.1 A). Sin embargo, las plantulas creciendo en presencia de KNO; y la
mezcla de los D-aminoacidos Ala, Ser y Asp (NI + M1) presentaron un mayor peso seco
aéreo a los 28 dias (20% mayor), que aquellas creciendo en presencia de N inorganico

solamente o N inorganico + la mezcla 2 de D-aminoécidos (NI + M2, Figura 3.1 B).
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También se observd un valor mayor de peso fresco radicular en aquellas plantulas
creciendo en presencia de N inorganico y la mezcla 1 de D-aminoacidos (NI + M1), el cual
a los 28 dias fue de aproximadamente 4.4 veces mayor al valor del dia 0, mientras que
s6lo fue de 3.4 veces mayor en los tratamientos de N inorganico solamente (+NI) o N
inorganico + la mezcla 2 de los D-aminoacidos (NI + M2, Figura 3.1 C). Sin embargo, no
se observaron diferencias significativas en el peso seco radicular a los 28 dias entre las

plantulas creciendo en cualquier forma de N (Figura 3.1 D).
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Figura 3.1 Efecto de diferentes condiciones de nitrégeno sobre el crecimiento
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de chile habanero (variedad Séminis). Las plantulas crecieron durante 28 dias
en presencia de los diferentes tratamientos de N: -N, 1 mM de KCI (testigo sin
N); +NI,1 mM de KNO; + 0.3 mM de NH,CI (N inorganico, N1}; NI + M1, 1 mM
de KNO; + 0.3 mM de la mezcla uno de los D-aminoacidos (D-Ala, D-Ser, D-
Asp, cada uno a 0.1 mM) y NI + M2, 1 mM de KNO; + 0.3 mM de la mezcla dos
(D-Val, D-Leu y D-Cys, cada uno a 0.1 mM). Las evaluaciones de peso frescos
aéreo (A) y radicular (C) y pesos secos aéreo (B) y radicular (D) se realizaron a
los 0, 7, 14 y 28 dias de tratamiento. Los datos representan el valor promedio *
error estdndar (n=5). Letras diferentes representan diferencias significativas

entre los tratamientos por dia (P<0.05).

Para profundizar en el efecto que estos D-aminoacidos ejercieron sobre el crecimiento de
las plantulas, se evaluaron pardametros como la altura de la planta, el area foliar (AF), el
nuamero de hojas, la longitud radicular total (LRT), el area radicular (AR) y el nimero de
raices laterales (RL). La altura y el numero de hojas de las plantulas que no estuvieron
expuestas a N (-N) fueron similares a la que tenian al inicio del experimento (DO),
indicando que éstas no crecieron en tamano, ni fueron capaces de formar nuevas hojas
durante este periodo. No obstante, se observd un crecimiento en estas plantulas, medido
en funcion del AF, LRT, nimero de RL y AR (Cuadro 3.1, Figura 3.2).

Las plantulas que fueron expuestas durante 28 dias a alguna fuente de N presentaron
mayor altura y nimero de hojas, comparadas con los testigos creciendo en ausencia de N
y estos parametros fueron similares entre aquellas plantulas creciendo en presencia de
una fuente inorganica de N (+NI) y aquellas que lo hicieron en una mezcla de fuente
inorganica y organica (NI + M1 y NI + M2) (Cuadro 3.1). De igual manera, el AF aumenté
significativamente en aquellas plantulas que estuvieron en presencia de N durante 28
dias, siendo entre 2.6 y mas de 3 veces superior (dependiendo del tratamiento de N) en
comparacion con la que presentaron las plantulas creciendo en el tratamiento -NI. Las
plantulas que presentaron la mayor AF fueron aquellas que estuvieron expuestas a la
presencia de NI y la mezcla 2 de D-aminoacidos, siendo ésta significativamente mayor a
la presentada por las plantulas sometidas a los tratamientos +NI y NI + M1 (Cuadro 3.1,
Figura 3.2A).
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Cuadro 3.1 Efecto de diferentes condiciones de nitrégeno sobre algunos
parametros de crecimiento aéreo y radicular de chile habanero, variedad
Seéminis, creciendo en condiciones de hidroponia. Las plantulas de chile
habanero fueron expuestas durante 28 dias a los tratamientos de nitrégeno
descritos en la Figura 3.1. DO: evaluaciones realizadas a las plantulas antes de
iniciar los tratamientos (dia 0 de tratamiento). Los datos representan la media +
error estdndar (n=5). Letras diferentes indican diferencias significativas entre los
tratamientos (P< 0.005).

Altura (cm) No. de Area foliar Longitud No. de Area
hojas (cm?) radicular total raices laterales radicular
(cm) (cm2)
Do 5.8410.45(b) 6.2:098(b) 670:062(d) 106.72+2.03 (d) 48.25+1.11(d)  3.42+0.12 (a)
-NI 5.77+0.60 (b) 6.5+0.50(b) 9.49+0.16(c) 142.30+2.46(c) 87+2(c) 5.63+0.10 (c)
+NI 7.90+0.68 (a) 9.41+0.80(a) 24.88+2.54(b) 136.77+16.44 (c) 151.331 12.82(b) 7.151 0.06 (b)

NI+M1 7751060 (a) 9.60%0.50 (a) 25.78 +2.25 (b) 255.94 & 10.29 (a) 151.33 + 11.89 (b) 11.75 + 0.86 (a)
Nl+M2 7.86+051(a) 941050 (a) 28.87+154(a) 221431587 (b) 167.25+3.88(a) 11.411+0.74 (a)

La LRT y el AR fueron significativamente mayores en las plantulas que estuvieron
fertilizadas con una mezcla de NI y organico (NI + M1 y NI + M2), comparadas con
aquellas que lo estuvieron sélo con NI (+NI) (Cuadro 3.1). Sin embargo, el numero de RL
fue mayor solamente cuando las plantulas se expusieron a NI en conjunto con la mezcla 2
de los D-aminoacidos, y similar entre aquellas expuesta a N inorganico y a N inorganico +
M1 (Cuadro 3.1, Figura 3.2B).
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Figura 3.2 Diferencias morfologicas y de crecimiento entre plantulas de chile
habanero de la variedad Séminis creciendo durante 28 dias en diferentes
condiciones de nitrogeno. Los tratamientos de N se describen en la Figura 3.1.
Las imagenes representan las hojas (A) y el sistema radicular (B) de una
plantula representativa de cinco por cada tratamiento, tomadas a los dias 0 y 28

de tratamiento.

El crecimiento radicular como proceso que conlleva un costo energético, es dependiente
de los carbohidratos sintetizados en la parte aérea. La capacidad fotosintética de la planta
esta directamente relacionada con el AF (Smeekens ef al., 2010; Hammond y White,
2011; Sairanen et al., 2012). Debido a que el AF se modificd con los tratamientos de N, al
igual que los tres parametros evaluados de crecimiento radicular, se decidi6 evaluar las
correlaciones entre los mismos. A partir de este estudio se obtuvieron R® igual a 0.74,
0.97 y 0.88 para el AF vs LRT (y=0.115x-0.596), el AF vs nimero de RL (y=0.176x -
1.815) y el AF vs AR (y=2.473x - 0.272), respectivamente. Estos resultados indicaron que
la formacion de nuevas RL fue el pardmetro méas correlacionado con el AF de la plantula
en esta variedad.
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La LRT esta determinada por el nimero de RL y la elongacién de las mismas y de la raiz
primaria. A su vez, la LRT, asi como otros parametros que determinan la arquitectura
radicular, tales como los pelos radiculares y el angulo y distribucién de RL, determinan el
AR. Los resultados de correlacién confirmaron estas afirmaciones, obteniéndose una alta
correlacion entre el AR y la LRT (R®=0.95; y=0.049x - 0.56) y en menor medida entre el
ARy el nimero de RL (R%=0.89; y=13.87x +9.63). La correlacion entre la LRT y el nimero
de RL fue menor a las anteriores (R?=0.79; y=0.66x +5.75), indicando que el aumento en
la LRT no puede ser explicado solamente por la formaciéon de nuevas RL, sino también

por una mayor elongacién de las mismas.

3.3.2 Variabilidad del efecto de las mezclas de los D-aminoacidos sobre el
crecimiento de plantulas de chile habanero dentro de la especie

Para conocer si los resultados obtenidos con las mezclas de los D-aminodcidos en la
variedad Séminis podrian ser extrapolables a otras variedades dentro de la especie, el
experimento anterior fue repetido usando dos variedades yucatecas de chile habanero:
Mayan Chan y Mayan Ek. En esta ocasién, se analizaron los parametros que tuvieron
mayor variacion en el experimento anterior, los cuales fueron AF, LRT, nimero de RL y
AR.

En contraste con los datos obtenidos en la variedad Seminis, el AF para la variedad
Mayan Chan se redujo aproximadamente 24% con los tratamientos que contenian las
mezclas de los D-aminoacidos, comparadas con la que presentaban las plantulas que
estuvieron en presencia Unicamente de NI (Cuadro 3.2, Figura 3.3A). Sin embargo, ambas
mezclas estimularon significativamente la LRT, el nimero de RL y el AR (Cuadro 3.2,
Figura 3.3B). La LRT fue 76% y 51% mayor en las plantulas expuesta a NI + M1 o M2 de
D-amino4cidos, respectivamente, comparadas con las expuestas Unicamente a NI;
mientras que ambas mezclas estimularon por igual el numero de RL (120%) y el AR
{30%) (Cuadro 3.2, Figura 3.3B).

En esta variedad, el AF no tuvo una gran correlacién con la LRT (R,=0.45), el nimero de
RL (R,=0.48) o el AR (R»=0.60). Por otra parte, el AR nuevamente correlaciond en mayor
medida con la LRT (R,=0.96, y=0.33x + 0.34) y en menor con el nimero de RL (R.,=0.82,
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y=22.37x - 12.12). La correlacion entre la LRT y el numero de RL fue ligeramente mayor

(R.=0.85, y=0.78x - 8.07) a la observada en la variedad Seminis.

Cuadro 3.2 Efecto de las mezclas de los D-aminoacidos sobre pardmetros

fisioldgicos de crecimiento en la variedad Mayan Chan. Las plantulas fueron

expuestas durante 28 dias a los tratamientos de N descritos en la Figura

3.1.Los datos representan la media + error estandar (n=5). Letras diferentes

indican diferencias significativas entre los tratamientos (P< 0.005).

" Tratamiento  Area foliar (cm?)  Longitud radicular No. de raices Area radicular
total (cm) laterales (cm?)

NI 6.51  0.47 (c) 151.54 + 7.1 (c) 79.5 + 4.92 (b) 5.33 +0.19 (b)

+NI 25.88 + 2.6 (a) 119.01 + 1.95 (d) 73.33 + 3.48 (b) 5.17 + 0.60 (b)

NI + M1 10.07 +2.04 (o)  209.56 + 13.02(a)  150.67 £7.69(a)  6.90 + 0.59 (a)

NI + M2 19.90 £ 0.41 (b) 180.41 £ 8.12 (b) 172.33 £ 8.37 (a) 6.58 + 0.33 (a)
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Figura 3.3 Diferencias morfolégicas y de crecimiento entre plantulas de la
variedad Mayan Chan creciendo durante 28 dias en distintas condiciones de
nitrégeno. Los tratamientos de N se describen en la Figura 3.1. Las imagenes
representan las hojas (A) y el sistema radicular (B) de una plantula
representativa de cinco por cada tratamiento, tomadas a los 28 dias de

tratamiento.

De manera similar a lo observado en la variedad Mayan Chan, la mezcia de los D-
aminoécidos en conjunto con el N inorganico disminuy6 el AF significativamente (20%) en

la variedad Mayan Ek, comparada con el tratamiento de N inorganico (Cuadro 3.3, Figura
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3.4A). Sin embargo, en cuanto al crecimiento radicular, la mezcla 2 de D-aminoacidos,
compuesta por Val, Leu y Cys, fue la Unica capaz de estimular significativamente la LRT
(22%), el nimero de RL (45%) y el AR(14%), con respecto a los valores obtenidos al usar
N inorganico como Unica fuente (Cuadro 3.3, Figura 3.4B). Al comparar los resultados
obtenidos con la mezcla 1 de los D-aminoacidos y los del tratamiento con N inorganico se
observé que la presencia de esta fuente de N organica no modificod significativamente la
LRT ni el nimero de RL, pero disminuyé el AR (Cuadro 3.3, Figura 3.4B).

Cuadro 3.3 Efecto de las mezclas de los D-aminoacidos sobre parametros
fisiolégicos de crecimiento en la variedad Mayan Ek. Las plantulas fueron
expuestas durante 28 dias a los tratamientos de nitrégeno que se describieron
en la Figura 3.1.Los datos representan la media + error estdndar (n=5). Letras
diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos (P< 0.005).

Tratamiento  Area foliar (cm?) Longitud radicular No. de raices Area radicular
total (cm) laterales (cm2)
-NI 7.62 £ 0.56 (c) 128.6 + 7.63 (c) 77 £ 5 (c) 5.18 £ 0.53 (d)
+NI 26.39+1.07(a) 199.42+16.03 (b)  116.33 + 12.13 (b) 10.26 + 0.43 (b)
NI + M1 19.99 £ 0.96 (b) 208.62 + 1.14 (b) 105.67 £ 2.67(b) 7.21+0.13 (c)
NI + M2 22.26 + 1.04 (b) 244.41 £ 1.55 (a) 169 + 4.36 (a) 11.72 £ 0.35 (a)

En cuanto a las correlaciones entre el AF y los parametros de crecimiento radicular, éstas
fueron muy similares a las obtenidas para la variedad Séminis; la mayor correlacién se
obtuvo con el numero de RL (R»=0.90, y=0.11x - 1.79), seguido del AR (R,=0.88, y=2.32x
- 0.38) y por ultimo de la LRT (R,=0.76, y=0.16x + 0.55). La correlacion entre el AR y la
LRT fue alta y similar a las otras dos variedades (R,=0.94, y=21.04x + 16.32). En esta
variedad se obtuvieron las correlaciones méas altas entre el AR y el nimero de RL
(R2=0.95, y=13.05x + 3.48) y entre la LRT y el nimero de RL (R,=0.93, y=0.59x - 2.22).
Estos resultados indican que la formacion de nuevas RL, més que la elongacién radicular,
es un proceso que contribuye de manera muy significativa en la LRT y el AR en esta

variedad.
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Figura 3.4 Diferencias morfolégicas y de crecimiento en plantulas de la
variedad Mayan Ek creciendo durante 28 en diferentes condiciones de
nitrogeno. Los tratamientos de N se describen en la Figura 3.1. Las imagenes
representan las hojas (A) y el sistema radicular (B) de una plantula

representativa de cinco por cada tratamiento,
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3.3.3 Efecto de la aplicacion de las mezclas de D-aminoacidos sobre la
concentracion endégena de metabolitos nitrogenados

Para determinar el efecto de los tratamientos de N sobre algunos componentes del
metabolismo nitrogenado de la planta, se evaluaron los niveles de nitrato, aminoacidos y
proteinas en las hojas y las raices de las plantulas. Las determinaciones se hicieron en la

variedad Seminis a los 28 dias de tratamiento.

Como se puede observar en la Figura 3.5, el contenido de los metabolitos nitrogenados
fue significativamente menor en las hojas y raices de aquellas plantulas que crecieron en
ausencia de una fuente de N (-N), comparado con las que lo hicieron en presencia de
alguna fuente de N (+NI, NI + M1 y NI + M2).

De manera general, el contenido de nitrato fue siempre menor en las raices que en las
hojas, independientemente del tratamiento de N (Figura 3.5A). La mezcla 1 de D-
aminoacidos no produjo un cambio significativo en este metabolito comparado con el
tratamiento de N inorganico, en ninguno de los érganos evaluados. Sin embargo, la
mezcla 2 de D-aminoacidos aumentd la concentracion de nitrato en un 54% vy 8.7% en las
raices y hojas, respectivamente, con respecto a la presentada en las plantulas en
presencia de N inorganico (Figura 3.5A). Al igual que lo sucedido con el nitrato, la
concentracién de aminoacidos no varié en aquellas plantulas que estuvieron expuestas a
la mezcla 1 de los D-aminoacidos, comparadas con las de N inorganico. Sin embargo, la
mezcla 2 aumenté en un 17% la concentracion de estos metabolitos en las raices, no asi
en las hojas (Figura 3.5B). El comportamiento en el contenido de proteinas en respuesta a
los tratamientos de N fue similar al producido en el contenido de nitrato; esto fue, la
mezcla 2 provocd un aumento de 65% y 20% en la concentraciéon de proteina en la raiz y

las hojas, respectivamente (Figura 3.5C).

85



CAPITULO Il

-
v

NO3™ (mg/g PF)
P
PROTEINA (mg/g PF)

AMINOACIDOS (mg/g PF)
oS
o

0.0
Radicutar Aéreo Radicular Aéreo Radicular Aéreo

Figura 3.2 Efecto de tratamientos de nitrogeno sobre los niveles de nitrato,
aminoacidos totales y protelnas totales en plantulas de chile habanero de la
variedad Séminis. Las plantulas fueron sometidas a los tratamientos de
nitrégeno que se describen en la Figura 3.1 y el contenido de nitrato (A),
aminodacidos (B) y proteinas totales (C) fueron evaluados en las raices y hojas a
los 28 dias de tratamiento. Los datos representan el valor promedio + error
estandar (n=6). Las letras representan las diferencias significativas entre
tratamiento (P<0.05).

3.3.4 Efecto de D-aminoacidos individuales sobre el crecimiento y el contenido de
metabolitos nitrogenados de plantulas de chile habanero en condiciones de

hidroponia

Los resultados de este experimento se expresaron como porcentaje con respecto al
testigo creciendo en presencia de N inorganico (NI), lo cual permite identificar claramente
la contribucion de cada D-aminoacido a la estimulacion provocada por la mezcla de los
mismos sobre los pardmetros de crecimiento. Ademds, aunque las plantulas fueron
tratadas de igual manera a los experimentos anteriores, en este experimento éstas
presentaron una variacion de aproximadamente 20% en los valores de crecimiento de la
parte aereo y radicular a los 45 dias de crecimiento (dia 0 de tratamiento), debido
fundamentalmente a la variacion bioldgica entre lotes de semillas, las cuales no son

certificadas.
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Como se puede observar los porcentajes de estimulacion en el AF, la LRT, el nimero de
RL y el AR provocados por la adicién de la mezcla 2 con relaciéon a su testigo en
presencia de N inorganico fueron similares a los obtenidos en los experimentos previos
(Cuadro 3.4, Cuadro 3.1).

La D-Val fue el Unico aminodcido que estimulé significativamente el AF de las plantulas
cuando fue aplicado individualmente y la estimulacién alcanzé valores similares a la
provocada por la mezcla 2 (Cuadro 3.4, Figura 3.6A). Este resultado indica que es este D-
aminoécido el responsable del efecto observado para la mezcla. Por otro lado, los tres D-
aminoacidos indujeron, de manera individual, una estimulacion significativa en la LRT,
siendo la D-Leu el que mas aport6 a esta estimulacién, seguido por la D-Val y la D-Cys
(Cuadro 3.4, Figura 3.6B). Los resultados sugieren una sinergia entre los D-aminoacidos
para provocar el efecto méximo sobre la LRT. Sin embargo, Unicamente la D-Leu estimulé
significativamente la formaciéon de RL y esta estimulacion fue mayor a la observada
cuando se aplicé la mezcla de D-aminoéacidos (Cuadro 3.4, Figura 3.6B). En cuanto al AR,
tanto la D-Val como la D-Leu estimularon significativamente este parametro, siendo este

ltimo el més efectivo (Cuadro 3.4, Figura 3.6A).
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Cuadro 3.4 Efecto de diferentes condiciones de nitrégeno sobre algunos
parametros de crecimiento aéreo y radicular de chile habanero, variedad
Seminis, creciendo en condiciones de hidroponia. Las plantulas de chile
habanero fueron expuestas durante 28 dias a los siguientes tratamientos de
nitrogeno: NI + M2, 1 mM de KNO; + 0.3 mM de la mezcla 2 de D-aminoécidos,
cada uno a 0.1 mM(D-Val, D-Leu, D-Cys); NI+ D-Val, 1 Mm KNO; + 0.1 mM de
D-Val; NI + D-Leu, 1 mM KNO3+ 0.1 mM de D-Leu; NI + D-Cys, 1 mM KNO; +
0.1 mM de D-Cys. Los datos estan expresados como porcentajes con respecto
al tratamiento +NI (1 mM KNO; + 0.1 mM NH,CI). Los datos representan la
media * error estandar (n=10). Letras diferentes indican diferencias

significativas entre los tratamientos (P< 0.005).

Tratamiento  Area foliar Longitud No. de raices Area radicular
radicular laterales
Total
Nl+M2  "16+2.81(a) *62+.3.4(a) *11+4.41 (b) *59 + 3.63 (b)
NI+ D-Val *18+2.44(a) *19+3.25(c) 6%4.6(b) 12 + 2.68 (c)
Nl +D-Leu 8+213(b) *31+475(b) *27 +5.32(a) *32 + 6.06 (a)
NI +D-Cys 3+362(c) *12+4.84(c) 42x5.07(c) 5+ 4.02 (c)
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Figura 3.3 Diferencias morfolégicas y de crecimiento entre plantulas de chile
habanero de la variedad Seminis creciendo durante 28 dias en los tratamientos
de nitrégeno descritos en el Cuadro 3.4. Las imagenes representan las hojas
(A) y el sistema radicular (B) de una plantula representativa de diez por cada

tratamiento.
3.4 DISCUSION

En este capitulo se abordé el efecto de los D-aminoacidos sobre pardmetros de
crecimiento durante tratamientos largos de 28 dias. Los D-aminoacidos pueden estar
presentes en el suelo a diferentes concentraciones dependiendo del tipo de D-
aminoacido, el tipo de suelo, las condiciones ambientales, etc. (Vranova et al, 2012;
Friedman, 1999; Jones y Darrah, 1994). La D-Ala, la D-Ser y el D-Asp son aminoacidos
con mayor probabilidad de encontrarlos en el suelo, ya que forman parte de los
microorganismos, de la materia organica como heces fecales, de la biomasa eucariotica,
etc. (Amelung et al., 2006; Frohlich y Wells, 2001). En este trabajo, se analizd el efecto
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que estos aminoacidos, aplicados en forma de mezcla, pudieran tener sobre el

crecimiento de chile habanero.

De los resultados obtenidos, se observé que la mezcla de estos D-aminodcidos puede
inducir la proliferacion radicular dependiendo de la variedad de chile habanero estudiada y
en algunos casos, la formacién de nuevas RL o la elongacién de la misma y, de esta
manera, aumentando el AR. Esta mezcla no tuvo un efecto significativo sobre el contenido

enddgeno de algunos metabolitos nitrogenados.

El modelo in vitro permitid observar cambios particulares en la RP de chile habanero
inducidos por la aplicacion de los D-aminoacidos, los cuales en la mayoria de los casos
provocaron una inhibicién en su crecimiento. Sin embargo, también fue posible observar
cambios favorables sobre pardmetros de crecimiento importantes para la absorcién de
nutrimentos en el suelo, como la generacién de RL y pelos radiculares resultado de la
aplicacién de los D-aminoacidos Leu y Cys, respectivamente o una estrategia de
detencion temporal y posterior incremento en la velocidad de crecimiento de la RP, como

ocurrio con la D-Val.

Por lo tanto, en este estudio también se evalué el efecto de la D-Val, D-Leu y D-Cys sobre
el crecimiento. Estos tres aminoacidos provocaron cambios significativos sobre el chile
habanero que pudieran tener un impacto sobre la nutricién vegetal. Estos D-aminoéacidos
indujeron una gran proliferacién radicular, efecto que fue general para las variedades
estudiadas, aunque de magnitudes diferentes entre éstas. Ademas, esta mezcla aumentd
significativamente los niveles endégenos de algunos metabolitos nitrogenados. Hasta el
momento no existen reportes que indiquen el efecto fisiolégico y bioquimico provocado
por estos aminoacidos en otra especie vegetal. Se sabe que la mayoria de ellos inhibe el
crecimiento de plantulas in vitro de Arabidopsis en diferentes grados (Gordes et al., 2011;
Forsum et al., 2008). La D-Val no afecta el crecimiento de las raices en Arabidopsis, en
comparacion con su estereoisomero (Forsum et al., 2008). Por otro lado, se ha reportado
que en cultivos celulares de tabaco, la D-Cys no inhibe la toma de sulfato (Hart y Filner,
1969).
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En este trabajo las plantulas Unicamente se expusieron a 0.1 mM del D-aminoacido y en
presencia de una cantidad significativa de N inorganico (1 mM KNQOj). Por esta razon, se
sugiere que los efectos de los D-aminoacidos observados en este trabajo, no son por el
uso de estos compuestos como una fuente de N alterna para la nutriciéon de la planta. Sin
embargo, éstos pudieran estar afectando parametros fisiolégicos, como se ha visto en el
caso del D-Trp que puede ser convertido por los microorganismos del suelo a acido
indolacético y asi influenciar el crecimiento y desarrollo de las plantas (Martens y
Frankenberger, 1993). Ademas, los D-aminoacidos conjugados con el Acido 2,4-
diclorofenoxiacético estimulan la elongacion de coleoptilos en Avena sativa L. var Mariner
y en los tejidos de soya (Davidonis et al., 1982). En algoddn se ha visto que promueven la
abscisién de pétalos, asi como la produccién de etileno en tejidos axial y cotiledonar de
plantulas de Xantium pennsylvanicum (Valdovinnos y Muir, 1965). La D-Val a altas
concentraciones es toxica para algunas bacterias; sin embargo, muchas enterobacterias
son resistentes a ésta, sugiriendo su importancia para la colonizacién de un nicho

ecologico (Valle et al., 2008).

La riz6sfera esta ricamente poblada por microorganismos que subsisten con compuestos
liberados de las raices de las plantas y éstos, a su vez, pueden mejorar la absorcién de
nutrimentos por las raices (Lugtenberg y Kamilova, 2009). De igual manera, los D-

aminoacidos pueden ser tomados de la rizdsfera por las plantas (Staswick, 2009).

En resumen, a partir de estos resultados se sugiere la importancia del modelo in vitro de
cajas de Petri para detectar compuestos que pudieran tener efectos en el desarrollo
posterior de la planta. En el suelo, estos amino&cidos se encuentran presentes debido a la
existencia de microorganismos como Bacillus subtilis brevis, antibiéticos o fertilizantes

como el fluvalinato, que contiene un 23.3% de D-Val (Vranova et al., 2012).

Por otro lado, en las variedades yucatecas Mayan Chan y Mayan Ek, la mezcla dos de
estos D-aminoacidos no fue capaz de aumentar el AF a diferencia de lo que ocurre con la
variedad Seminis. Los resultados sugieren que aunque la proliferacion radicular es un
efecto generalizado provocado por esta mezcla, el mecanismo por el cual las plantas
adquieren la energia requerida para este crecimiento radicular puede ser diferente para

cada variedad. Por ejemplo, en la variedad Seminis una mayor AF puede traducirse en
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una mayor capacidad fotosintética y en consecuencia, en una mayor cantidad de
carbohidratos sintetizados de novo que sean utilizados como fuente de energia para los
procesos de crecimiento radicular. Sin embargo, en las variedades yucatecas un menor
crecimiento en la parte aérea en funcion del AF podréa indicar una mayor translocacion de
carbohidratos hacia la raiz, como un mecanismo de compensacién que permita un mayor
crecimiento radicular. Estos cambios en la particién de biomasa en la planta en respuesta
a diferentes fuentes de N ya han sido reportados previamente (Lonhienne et al.,, 2014;
Cambui et al., 2011)

Cuando las variedades Mayan Chan, Mayan Ek y Seminis fueron sometidas a un déficit
de N inorganico durante 10 dias, se observd que la variedad Mayan Ek pudo removilizar
el N endogeno lo cual permitié tener mayor crecimiento en estas condiciones en
comparacion de las otras variedades (Santiago-Antonio et al., 2014). Este trabajo
confirma que estas variedades de chile habanero pueden presentar estrategias diferentes

cuando son sometidas a distintas condiciones de N.

Cuando los D-aminoacidos fueron aplicados en forma individual, se observd que la D-Val
y D-Leu fueron los aminodacidos responsables de los mayores efectos inducidos por la
mezcla. Sin embargo, el efecto fue diferencial, siendo la D-Val mas efectiva para inducir
cambios en la parte aérea (aumento en el AF), mientras que la D-Leu lo fue para la
proliferacion radicular. Estos resultados sugieren que fa D-Val y D-Leu pueden actuar
mediante mecanismos diferentes, haciendo que las plantas de chile habanero sean mas

eficientes en el crecimiento, alin en presencia de una misma cantidad de N.

No hay estudios anteriores que demuestren el efecto ocasionado por la D-Val sobre el
crecimiento radicular, pero con el NO;" se ha demostrado que esta fuente inorganica de N
induce el crecimiento radicular en Arabidopsis, actuando como una molécula senal que
estimula la sintesis de citocininas en la raiz, las cuales se translocan hacia la parte aérea,
induciendo la expansiéon en el area foliar (Sairanen et al,, 2012). El papel de la D-Val
como un inductor de la sintesis de citocininas u otro fitoregutador o molécula senal que

provocara este efecto en la parte aérea tendria que ser estudiado.
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Hasta el momento, no existen reportes del efecto de la D-Leu sobre el crecimiento
radicular, como el observado para chile habanero. La D-Leu podria estar actuando
directamente para producir esta proliferacion radicular, ya sea como sefal que involucre o
no cambios en fitoreguladores con un papel bien establecido en el proceso de formacion
de RL, tales como las auxinas. No se puede descartar una via indirecta, por ejemplo
favoreciendo la asociacién con microorganismos que induzcan estos cambios en la raiz.
Cambios en los microorganismos de la rizosfera en respuesta a la presencia de
aminoacidos ya han sido previamente reportados (Leiman et al, 2013; Moe, 2013;
Hopkins et al., 1996). La manera como este aminoacido puede modificar el crecimiento

radicular debera ser abordada en estudios posteriores.

Las mezclas de D-aminoacidos mejoran el crecimiento de las plantulas, aun estando en
presencia de la misma cantidad de N inorganico. También, estos cambios inducidos por
los D-aminodcidos pudieran ser importantes en otros procesos tales como respuestas a

estrés, por ejemplo déficit de nutrimentos, estrés hidrico, estrés salino, entre otros.
3.5 CONCLUSIONES

La mezcla dos de los D-aminoacidos (D-Val, D-Leu, D-Cys) produjo un mayor incremento
del AF y AR, nimero de RL y LRT de las plantulas, en comparacion con las tratadas

Unicamente con fuentes de N inorganicas.

El contenido de metabolitos nitrogenados en las raices y las hojas de las plantulas fue

mayor con la mezcla dos de los D-aminoacidos.

En las plantulas tratadas con D-Val se observd un incremento en el area foliar, mientras
que en las tratadas con D-Leu se indujeron cambios significativos en los parametros

fisiolégicos en la parte radicular.
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CAPITULO IV

TOMA DE D-AMINOACIDOS POR LAS RAICES DE PLANTULAS DE CHILE
HABANERO

4.1 INTRODUCCION

El N es uno de los nutrimentos mas importantes que esta presente en los suelos y es un
factor que limita el crecimiento de los cultivos (Schimel y Bennett, 2004). Existe mucha
informacién acerca de la capacidad de las plantas para adquirir este N de los suelos como
nitrato y amonio; sin embargo, en el suelo también podemos encontrar formas organicas,

como los aminoacidos (Jones et al., 2005; Schmidt y Stewart, 1997).

Diversos estudios han demostrado que todos los suelos contienen aminoacidos
(Kranabetter et al., 2007; Kielland et al., 2006; Jones et al., 2005; Raab et al., 1996), pero
su concentracion varia entre los ecosistemas, encontrandose normalmente entre 0.01-10
UM (Jones et al., 2005; Raab et al., 1996), y en lugares que son ricos en materia organica
en descomposicion pueden alcanzar niveles milimolares (Ohlund y Nasholm, 2004).
Aunque sus concentraciones son bajas, su alta velocidad de conversién sugiere que son
una fuente de N importante en algunos ecosistemas (Jones y Kielland, 2002). Ademas de
los L-aminoacidos, también se pueden encontrar los D-aminodacidos en los suelos, los
cuales estan presentes a menores concentraciones (Svennerstam et al., 2007; Hopkins y
Ferguson, 1994).

Para poder absorber los aminodacidos, las plantas tienen transportadores que estan
involucrados en su toma en las raices (Svennerstam, 2008; Lee et al., 2007; Hirner et al.,
2006; Persson y Nasholm, 2003), y se ha reportado que estas proteinas no discriminan
entre los estereoisdémeros L y D (Svennerstam, 2008). La toma de los amino&cidos por las
raices es un paso importante en la nutricion de las plantas (Jamtgard et al., 2008), siendo
la de los L-aminoacidos la mas estudiada. Sin embargo, como se describié arriba y en
otros trabajos, las raices de las plantas también pueden absorber D-aminoacidos
(Svennerstam et al., 2007; Hopkins y Ferguson, 1994), pero tienen una baja capacidad
para metabolizarlos, siendo ésta la causa de su toxicidad propuesta (Aldag y Young,
1970).
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El objetivo de este capitulo fue estudiar la toma de los D-aminoéacidos por las raices de las
plantulas de chile habanero, con el fin de determinar si estos aminoacidos son absorbidos
por las raices, para explicar su efecto sobre el crecimiento. Para esto se estableci6 la
metodologia de la deteccion y cuantificacion de los D-aminoacidos por medio de

cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC).

4.2 MATERIALES Y METODOS

4.2.1 Establecimiento de la metodologia para la determinacion de los D-

aminoacidos

La deteccion de los D-aminoacidos se realizé por cromatografia liquida de alta eficiencia
(HPLC), tomando como base la metodologia propuesta por Cho et al. (2011). Estos
autores utilizaron la columna quiral ChiroSil® RCA (+), de 15¢cm x 4.6 mm y de un tamano
de particula de 5um, preparada con un selector quiral de (+)-(18-crown-6)-acido
tetracarboxilico y las siguientes condiciones de corrida: fase mévil 70:30 v/v, MeOH/H,O +
0.005 g/ml H3PQ,, una velocidad de flujo de 0.8 ml/min y para la deteccion una longitud de
onda UV de 210 nm. Usando estas condiciones, los autores reportaron una buena

separacién para los aminoacidos L-D-Phe, L/D-Met, L/D-His y L-D/Trp.

En este trabajo se establecieron las condiciones éptimas para la deteccion de los L/D
aminodcidos de interés, ajustando pardmetros como el tipo del acido, la relacién
MeOH/H,0 y la velocidad de flujo de la fase movil (Cuadro 4.1). La deteccion se realizé en
todos los casos a una longitud de onda de 210 nm. Todos los analisis fueron
desarrollados en el equipo Agilent Technologies Series 1200, con detector de arreglo de
diodos. Se utilizé la misma columna Chirosil RCA (+) usada por Cho et al. (2011).
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Cuadro 4.1 Modificaciones realizadas a la metodologia propuesta por Cho et al.

(2011).
Pruebas Fase movil Condiciones de
corrida
Acido 80:20 MeOH/H,O + 0.005 g/100 ml de 0.8 ml/mina 35 °C

H,SO,, HCIO, 6 HzPO,
Relacién 50:50,60:40 y 80:20 MeOH/H,O + 0.005 0.8 ml/mina 35 °C

MeOH/ H,0 g/100 ml de H3PO,
Velocidadde  60:40 MeOH/H,O + 0.005 g/100 mide 0.5,0.8y 1 ml/min a
flujo HsPO, 35°C

La curva de calibracion se realizé utilizando los estandares D-Val, D-Leu, D-Glu y D-Asp
(Sigma Aldrich), los cuales fueron disueltos en la fase movil. Las concentraciones que se
emplearon fueron: 0.01 mM, 0.1 mM, 0.5 mM, 1 mM, 2 mM y 5 mM e fueron inyectados en

un volumen de 40 pl.

También, se hicieron aplicaciones de ambos estereoisémeros, separados o mezclados,

de cada aminoacido.

4.2.2 Toma de D-aminoacidos

Para estudiar la capacidad de toma de los D-aminoacidos por las raices de chile
habanero, se utilizaron plantulas de 45 dias de la variedad Seminis, que habian estado
creciendo en condiciones de hidroponia, como se describié en Materiales y Métodos del
Capitulo Il (seccion 3.2.2.1). Para este experimento, se ensayaron los D-aminoacidos Val
y Leu, ya que fueron los que provocaron mayores efectos sobre el crecimiento de las

plantulas (ver resultados del Capitulo ).

Se colocaron las plantulas en un frasco que contenia 10 ml de la solucién Hoagland a la
mitad de su fuerza iénica mas 1 mM del D-aminoacido (D-Leu 6 D-Val) durante 0, 1,2, 4y
6 horas. Se usaron tres frascos, con tres plantulas por cada tiempo de muesireo. La

solucién de toma contenia 1 mM KNOs, medio similar al experimento en hidroponia. El
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medio fue liofilizado y disuelto en 0.5 mL de la fase mévil para su evaluaciéon de la

presencia del D-aminoacido por HPLC. Este experimento fue repetido dos veces.

Para la cuantificacion, se realizé la curva de calibracion con los estandares de D-Val y D-
Leu, los cuales fueron disueltos en la misma solucion de toma, usando las
concentraciones 0.1 mM, 0.5 mM, 0.75 mM y 1 mM. De igual manera, esta solucién fue

liofilizada y disuelta en 0.5 mL de la fase mévil.

4.3 RESULTADOS Y DISCUSION
4.3.1 Estandarizacion de la deteccion de los D-aminoacidos por HPLC

Para establecer las condiciones adecuadas para la deteccion y separaciéon de los D-
aminoacidos por HPLC, se probaron diferentes modificadores acidos en la fase movil,
como fueron: el acido fosférico (H3PO,), el acido perclérico (HCIO,) y el acido sulfurico
(H.S0O,), asi como diferentes proporciones de MeOH/H,O y condiciones de velocidad de

flujo.

En la Figura 4.1, se presentan los cromatogramas obtenidos para los D-aminoacidos D-
Val (Figura 4.1 A, E, I), D-Leu (Figura 4.1B, F, J), D-Glu (Figura 4.1C, G, K) y D-Cys
(Figura 4.1D, H, L) con los diferentes tipos de 4cidos en la fase mévil. Como se muestra,
se logrd detectarlos con los tres acidos ensayados, pero la altura y el ancho del pico fue
dependiente del tipo de acido utilizado en la fase movil. A excepcion del D-Glu (Figura 4.1
C), los D-aminoacidos eluidos con el acido fosférico (4.1 A-D) en la fase mouvil,
presentaron una altura y ancho de pico dptimas para permitir su mejor deteccion. En los
cromatogramas correspondientes al acido perclérico (4.1 E- H) y el acido sulfurico (4.1 I-
L), se observa una altura del pico menor a la obtenida con el acido fosférico, ademés de

una linea de corrida del disolvente irregular.
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Figura 4.1 Cromatogramas de los D-aminoacidos obtenidos con los diferentes
modificadores acidos [0.005 g/100 ml]. Como fase movil, se us6 80:20
MeOH/H,Oy una velocidad de flujo de 0.8 ml/min. Los acidos evaluados fueron
el acido fosférico (A- D), el acido perclorico (E- H) y el acido sulfurico (I- L). Los
D-aminoacidos probados fueron t mM D-Val (A, E, 1), imM D-Leu (B, F, J), 1
mM D-Glu (C, G, K) y 1 mM D-Cys (D, H, L).

A partir de estos resultados, se seleccionoé al acido fosférico como el &cido componente
de la fase movil para las siguientes estandarizaciones. En la Figura 4.2 se observan los
cromatogramas obtenidos para la relacion MeOH/H,O 50:50 (A-D), 60:40 (E-H) y 80:20 (I-
L). En los cromatogramas de la Figura 4.2 A-D (relacién 50:50), no se dio una elucion

correcta de los D-aminoacidos, puesto que se observé la aparicion de varios picos que
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impedian distinguir cual correspondia al tiempo de retencion del D-aminodacido, no asi con

las otras dos relaciones de MeOH/H,0 evaluadas.

En la relacién 80:20 (Figura 4.2 E-H), se observan los picos definidos para el respectivo
D-aminoacido, pero estos se presentaban poco definidos (picos ancho y bajos), mientras
que para la proporcién 60:40 MeOH/H,O, se aprecia una buena separacion de los D-
aminodcidos con picos mas definidos (menor ancho de pico y mayor altura). Sin embargo,
no se logro eluir a la D-Cys en esta relacién, como se observa en la Figura 4.2H, donde
se observaron otros picos que no correspondieron al tiempo de retencién del D-
amino&cido (6.680 min).

¥
o 4 B 3 B KB &8 W & I o

a
| S SRS AP S W I ! I I E ) T 1 ! 1 1 T T T T

Figura 4.2 Cromatogramas de los D-aminoacidos obtenidos con las diferentes
relaciones de MeOH/H,O con 0.005 g/100ml de H,PO,, a una velocidad de flujo
de 0.8 ml/min. Las proporciones evaluados fueron 50:50 (A-D), 60:40 (E-H) y
80:20 (I-L). Los D-aminoacidos probados fueron 1 mM D-Val (A, E, I}, 1mM D-
Leu (B, F, J), 1 mMD-Glu (C, G, K)y 1 mM D-Cys (D, H, L).
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El tercer parametro que se estandarizé fue la velocidad de flujo (Figura 4.3). La elucion de
los D-aminoacidos Unicamente se llevé a cabo a un flujo de 0.8 ml/min (Figura 4.3 E-H),
debido a que a otras velocidades [0.5 ml/min (Figura 4.3 A-D) y 1 ml/min (Figura 4.3 I-L)]
no ocurrid una buena separacion de los D-aminoacidos.

D-Val D-Leu D-Glu D-Cys

I 7 13 R ; ] I 1 ) } ] Y I ] ! [t

Figura 4.3 Cromatogramas de los D-aminoacidos obtenidos con las diferentes
velocidades de flujo en una fase mévil 60:40 MeOH/H,O con 0.005 g/100mI de
HiPO4, a una velocidad de flujo de 0.8 ml/min. Las velocidades de flujo
evaluados fueron 0.5 ml/min (A- D), 0.8 ml/min (E- H) y 2 ml/min (I- L). Los D-
aminoacidos probados fueron 1 mM D-Val (A, E, 1), imM D-Leu (B, F, J), 1T mM
D-Glu (C, G, K) y 1 mM D-Cys (D, H, L).

Con base en estos datos, se determiné que los mejores parametros para la deteccion y
separacion de los D-aminodacidos fueron: proporcion de la fase movil de 60:40 de
MeOH/H,O + 0.005 g/100 ml de H3PO, y velocidad de flujo de 0.8 mli/min. En la Figura
4.4, se presentan los cromatogramas de los diferentes aminoacidos probados de la forma
L y D (L/D-Val, L/D-Leu y L/D-Glu), los cuales presentan picos bien definidos y una buena
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separacion entre las dos formas de los aminoacidos. En este caso, se descartd la

deteccion de la D-Cys, debido a que no lograba eluir correctamente en estas condiciones.
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Figura 4.4 Cromatogramas de los L/D aminoacidos utilizando una fase moévil de
60:40 MeOH/H,O + 0.005 g/100 ml H3PO,4 y a una velocidad de flujo de 0.8
ml/min. El orden de elucion de los aminoacidos en la columna es primero el L-
aminodcido y posteriormente el D-aminoacido. A) L/D-Val, B) L/D-Leu y C) L/D-
Glu. Se usé una concentracion de 1 mM de los estandares de los aminoacidos,

disuelto en la fase movil.

Posteriormente, se realizé la curva de calibraciéon a diferentes concentraciones de los
respectivos D-aminoacidos, obteniendo valores de R cuadrada para D-Val, D-Leu y D-Glu
de 0.998, 0.991 y 0.998, respectivamente (Figura 4.5).
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D-val D-Leu D-Giu
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Figura 4.5 Curva de calibracion de D-Val, D-Leu y D-Glu. Las gréficas
representan el valor promedio del area bajo la curva de tres determinaciones

con respecto a la concentracion de los D-aminoacidos.

Para la identificacién y determinacion de los D-aminoacidos en los tejidos, suelos o
medios de cultivo, varios autores han sugerido diversas metodologias (Gordes et al.,
2011; Svennerstam et al., 2008; Briickner y Westhauser, 2003; Nasholm et al., 2002), las
cuales en su mayoria se basan en cromatografia liquida o acoplada a masas, hasta
analisis con técnicas mas avanzadas como el LC-QTOF (Cho et al, 2011; Hyun et al.,
2005). En todas estas técnicas, se utilizan agentes derivatizantes o columnas especificas
con el agente integrado a ellas (Gordes et al., 2013; Gordes et al, 2011; Hyun et al.,
2011; Zhang et al., 2005; Steffeck et al., 2002). Sin embargo, las condiciones de corrida

varian dependiendo de la técnica empleada.

El analisis realizado en este trabajo se baso en la técnica sugerida por Cho et al. (2011)
con las adaptaciones mencionadas, donde el tipo de modificador acido afadido a la fase
movil fue determinante. Este paso es necesario para la protonacion del a-aminoécido,
aumentando asi la formacién de un complejo diastomérico del a-aminoacido con el éter
corona, factor clave para la identificacién del aminoacido (Hyun et al., 2005; Hyun 2003;
Hyun et al, 2002). En este sentido, los resultados demostraron que el uso del acido
fosférico produjo los mejores resultados, ya que permitia una buena protonacion de a-

amino&cido, logrando asi una mejor separacioén y deteccion.
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4.3.2 Toma de D-aminoacidos en el medio

Una vez establecida la metodologia para la deteccién y separacién de los D-aminoécidos,
se procedid a evaluar la toma de los aminoacidos en el medio como se indica en
Materiales y Métodos. Para esto, se seleccionaron D-Val y D-Leu, dados los resultados
obtenidos con las plantas en hidroponia. En esta ocasion, las curvas de calibracion se
realizaron adicionando diferentes concentraciones del D-aminoacido (menores al
experimento anterior) al medio que contenia la solucién Hoagland a mitad de su fuerza
ibnica y después de liofilizarlo, se disolvié en la fase mévil para su inyeccion en el HPLC
(40 pl de volumen de inyeccién). Al realizar esta variante, se obtuvo un valor de R
cuadrada de 0.918 y 0.982 para las curvas de calibracion de D-Val y D-Ley,

respectivamente (Figura 4.4).

D-Val D-Leu

y=3370x-1283 y=6172.x+ 6204
R?=0.918 R'=0.982
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Figura 4.6 Curva de calibracién de D-Val y D-Leu. Las gréficas representan el
valor del area bajo la curva con respecto a la concentracion de los D-
aminoacidos de seis determinaciones. Concentraciones utilizadas para ambos
D-aminodcidos: 0.1mM, 0.5mM, 0.75mM y 1mM.

Cuando se utilizé en el experimento de toma a la D-Val, se observé que entre el tiempo
cero y la primera hora no hubo diferencia significativa entre la cantidad del aminoacido
presente en el medio, al inicio y después de una hora (1.06 £ 0.03 mM y 1.06 + 0.04 mM,
respectivamente). A partir de la segunda hora se observd un incremento en la

concentracion del aminoacido en el medio, siendo este aumento mayor a las 4 horas (1.45
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veces con respecto al valor inicial). A las seis horas, la concentracion de la D-Val en el
medio disminuyd aproximadamente un 7%, con respecto a los valores obtenidos a las 4
horas, alcanzando valores similares a los presentados en el medio de toma a las 2 horas
de exposicion de las plantas (Figura 4.5 A). Estos resultados indicarian que no se esta
llevando a cabo una toma de D-Val por las raices de chile habanero, al menos no hasta

las 4 horas de exposicion.

El aumento en la cantidad de este D-aminoacido en el medio fue un comportamiento no
esperado. Una posible explicacion es la excrecion de L- o D-Val por las raices y/o la
ocurrencia de una racemizacién. En los cromatogramas, se observé un pico con un
tiempo de retencion de 3.04 minutos correspondiente al D-aminoacido, el cual se
mantenia en el medio a las cero, una y dos horas. Sin embargo, a las cuatro y seis horas,
se observo un cambio en el tiempo de retencion del aminoacido de 3.040 a 2.90 minutos

que podria corresponder a la L-Val (Figura 4.5 B).
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Figura 4.7 Toma de D-Val por las raices de plantulas de chile habanero

expuestas a diferentes intervalos de tiempo. A) Concentracién de la D-Val en el
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medio de toma después de 0, 1, 2, 4 y 6 horas de tratamiento. B)
Cromatogramas de la presencia de D-Val en el medio de toma, con un tiempo
de retencion de aproximadamente 3.04 min a las diferentes tiempos de
exposicion. En los recuadros que aparecen al lado derecho de los

cromatogramas, se observan los espectros de absorcién de los aminoécidos.

Para corroborar si el aumento en la concentracién del D-amino4cido en el medio y el
cambio en el tiempo de retencién podrian deberse a la presencia de una racemasa, que
convierte a la D-Val a L-Val, se obtuvo que el espectro de absorcién en cada intervalo de
tiempo, comprobandose que no hay una diferencia entre ellos (Figura 4.5B). Ademés, se
realiz6 una coinyeccién de los extractos de medio provenientes del tiempo 4 y 6 con 1 mM

D-Val y posteriormente con 1 mM L-Val.

En la Figura 4.6 se observan los cromatogramas obtenidos en las coinyecciones alas 4 h
y 6 horas de toma. El tiempo de retencién de la D-Val en el medio correspondiente a las 4
horas fue de 3.066 min (Figura 4.6B) y al agregar 1 mM de D-Val, hubo un aumento en el
area del pico sin modificarse el tiempo de retenciéon (Figura 4.6C). En esta ocasién, sélo
se observd un Unico pico que coincidid con el del estereoisémero D. Al adicionar 1 mM de
L-Val a este medio, se distinguieron dos picos: uno con un tiempo de retenciéon de 2.817
min que corresponde a la L-Val, y el otro que corresponde a la D-Val (Figura 4.6D). Al
realizar el espectro de absorcién de los picos con el tiempo de retenciéon de 2.817 min y
3.066 min, se observan diferencias entre ambos que indican que son L-Val y D-Val,
respectivamente. Con estos resultados se verificd que el pico a las cuatro y seis horas de
tratamiento con el tiempo de retencion de 2.960 min se debe a un desplazamiento del pico

y no a la presencia de L-Val.

Otra explicaciéon para el aumento en la concentracion de la D-Val en el medio evaluado a
las dos, cuatro y seis horas podria ser que el aminoacido no se estuviera tomando, pero
aumentara su concentracién por efecto de la toma de agua por las raices. Es necesario
sefnalar que el volumen final de medio después de cada tiempo de toma no fue medido,
sino que todo el medio fue colectado y liofilizado, y después, se resuspendié en un
volumen similar para cada tiempo (0.5 mil). Por ello, este experimento se debe repetir
evaluando el volumen final de medio después de la toma por las raices, para de esta
manera tener un valor mas preciso y descartar cambios en la concentracion del

aminoacido.
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Otra razdn por la cual pudiera haber una mayor concentracién en el medio, seria por la
excrecion de D-Val de las raices. Aunque no hay evidencias reportadas de la excrecion de
los D-aminoacidos de las raices, se sabe que entre los exudados se encuentran L-
aminoacidos, azlcares, iones inorganicos, etc, y éstos pudieran tener un efecto en la alta

concentracion observada, aunque tendria que estudiarse (Dakora y Phillips, 2002).

Con base en los datos obtenidos, se sugiere que la toma de D-Val por las raices de chile
habanero, si la hubiera, seria minima, al menos durante las primeras 6 horas de
exposicion. Una respuesta similar fue observada en las plantulas de Arabidopsis thaliana
al realizarse la toma, junto con la D-Arg, D-Val y D-lle (Forsum et al., 2008), se sugiere

que la toma de este D-aminoacido se llevaria a cabo de manera mas lenta.

Por lo tanto, los cambios en el crecimiento de plantas en hidroponia tratadas con este
aminoécido podrian deberse a la activacion de mecanismos de sefalizacién que permitan
un mejor desarrollo.
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Figura 4.8 Cromatogramas de la coinyeccién de la D-Val a los medios del
experimento de toma correspondientes a las 4 y 6 horas de tratamiento. A)
Medio de la toma de D-Val 4 horas, B) medio de la toma de D-Val 4 horas + 1
mM D-Val, C) medio de la toma de D-Val 4 horas + 1 mM D-Val + 1 mM L-Val,
D) medio de la toma de D-Val 6 horas, E) medio de la toma de D-Val 6 horas +
5 mM D-Val, F) medio de la toma de D-Val 6 horas + 1 mM D-Val + 5 mM de L-
Val. A la derecha de las imagenes, se presentan los espectros de absorcién

correspondientes a la L-Val y la D-Val.

En cuanto a la toma de D-Leu, se observa en la Figura 4.72, la variacién de la
concentracion del D-aminoacido en el medio a los diferentes intervalos de tiempo. No se
observé una diferencia significativa en la concentracion de este aminoacido en el medio a
la primera hora de exposicibn, mientras que a las 2 horas, ésta aumenté
significativamente. De igual manera a lo descrito anteriormente, este comportamiento
pudiera deberse a que la D-Leu se esta concentrando en el medio, producto de la toma de
agua por las raices. Sin embargo, al tiempo final del experimento la concentracién de D-
Leu en el medio se redujo 25% y 36% con respecto al tiempo 0 y a las 2 horas,
respectivamente. Con base a lo anterior, se sugiere gque no hay una absorcién de este D-
aminoacido en las primeras dos horas de exposicién, pero a partir de de este momento,
este proceso pudiera ocurrir (Figura 4.7 A). Probablemente, una mayor toma de la D-Leu

se presente a tiempos mas largos de exposicion.

En los cromatogramas correspondientes a la toma de D-Leu (Figura 4.7B), no se
observan variaciones en el tiempo de retencién (3.615 minutos aproximadamente) y el
espectro de absorcion a las diferentes horas de tratamiento, comprobandose asi que el

pico corresponde a la D-Leu.
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Figura 4.9 Toma de D-Leu por las raices de plantulas de chile habanero
expuestas a diferentes intervalos de tiempo. A) Concentraciéon de la D-Leu en el
medio de toma a las 0, 1, 2, 4 y 6 horas de tratamiento. B) Cromatogramas de

los medios, donde se observa el pico de D-Leu con un tiempo de retencion de
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aproximadamente 3.61 minutos, a las diferentes horas de tratamiento. Al lado
derecho de los cromatogramas se observa el espectro de absorcion

correspondiente al aminoacido.

Con respecto a la D-Leu, se observdé una disminucién de la concentracion del D-
aminoacido con respecto al paso de tiempo, respuesta que no ha sido caracterizada
anteriormente. Sin embargo, para fines de este trabajo se demuestra que este aminoéacido

esta siendo absorbido por las raices de las plantulas de chile habanero.

Esta toma podria deberse a la presencia de diversos transportadores en las raices de
chile habanero. Estos transportadores se han caracterizado en otros modelos y se sabe
que no discriminan entre la forma L y D del aminoacido, ademas de expresarse en
diferentes partes de la raiz, como en las células de la epidermis, pelos radiculares, apice
radicular (AtAAP1y AtAAPS) y cortex y cofia (AILHTT) (Lee et al., 2007; Svennerstam et
al., 2007; Hinner et al., 2006; Birnbaum et al., 2003; Chen y Bush, 1997).

La toma de los D-aminoacidos Val y Leu por la raiz de chile habanero varié dependiendo
del aminoacido, siendo ésta mayor con la D-Leu (Figura 4.7A, Figura 4.6A) a partir de las

cuatro horas de tratamiento.

Trabajos sobre la toma de los D-aminoacidos se han realizado en plantas de Arabidopsis
de 18 dias, donde las raices se colocaron en una solucién con 0.5 mM CaCl, + 0.01 mM
D-aminodcido. Los resultados sehalan que para la D-Ser y D-Ala hay una absorcion
similar a sus correspondientes L-aminoacidos, pero significativamente mas baja para D-
Arg, D-lle y D-Val. Los D-aminoacidos que fueron absorbidos en mayor cantidad
inhibieron en mayor medida el crecimiento de las plantulas, en comparacion de los que

fueron menos absorbidos (Forsum et al., 2008).

Las plantas tienen la capacidad de absorber D-aminoacidos, pero podrian no ser
utilizados para su crecimiento (Forsum et al., 2008; Svennerstam et al., 2007). Por otro
lado, se ha encontrado que existen enzimas en las plantas que metabolizan a los D-
aminodcidos, disminuyendo por tanto su aparente toxicidad (Gholizaden y Kohnehrouz,
2009; Funakoshi et al., 2008; Fujitani et al., 2006) y ayudando asi a que sean asimilados

por las plantas para contribuir con su crecimiento.
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4.4 CONCLUSIONES

Se logré estandarizar la metodologia para la determinacion de los D-amino&cidos por

medio de cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC).

La toma de D-Val por las raices de chile habanero parece ser mucho menor a la de D-
Leu, indicando una especificidad diferente de los transportadores para cada aminoacido

en la raiz de chile habanero.
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CAPITULO V

DISCUSION GENERAL

Tomando como escrutifio inical el efecto de los D-aminoacidos sobre la raiz en cajas de
Petri, se seleccionaron en este proyecto a la D-Valina, la D-Leucina y ta D-Cisteina por su
capacidad de inducir cambios en estructuras importantes de la raiz, como las raices
laterales y pelos radiculares. Los resultados demuestran que la adicion de estos
amino&cidos en conjunto con el conteniendo nitrato como fuente principal de Nitrégeno,
aumentara el crecimiento de la planta y el contenido endbégeno de metabolitos
nitrogenados. Estos resultados son importantes por primera vez en plantas y demuestran
gue conociendo el efecto que los D-aminoacidos tienen sobre la fisiologia de la planta se
podra mejorar el desarrollo aumentando los efectos positivas y reducicimiendo los

negativos de las mimas.

El tema de la nutricidn vegetal ha sido de gran interés durante décadas, tanto para
comprender la fisiologfa vegetal en general, como para incrementar el crecimiento de los
cultivos y el manejo de otras plantas domesticadas. Atencion especial ha tenido el N pero
ha sido considerado un factor limitante para el desarrollo de los ecosistemas (Epstein y
Bloom, 2005). Las plantas no dependen solamente del nitrato y amonio para cubrir sus
demandas de N, también se sabe pueden utilizar fuentes de N organico, como los L-
aminodcidos (Forsum ef al., 2008; Nasholm et al., 1998; Raab et al., 1996; Kielland 1995).
Con base en este conocimiento, se ha determinado presencia de los L-aminodcidos en el
suelo y su efecto sobre las plantas. No debe olvidarse que también sus estereoisdémeros
D- estan presentes en el suelo y en los tejidos vegetales, aunque en menor

concentracion.

A los D-aminoéacidos se les ha adjudicado la propiedad de ser toxicos para el crecimiento
de las plantas (Nasholm et al., 2009; Forsum et al., 2008; Erikson et al., 2004), pero es
muy poco lo que realmente se conoce sobre sus efectos. En los resultados presentados
en esta tesis, se muestra que en la mayoria de los casos ocurrié inhibicién del crecimiento
de la raiz primaria, cuando fue evaluado en condiciones in vitro y a tiempos cortos
(Capitulo 11), con respecto a las raices que no contenian ninguna fuente de nitrégeno. De
la misma manera, se observé que el efecto inhibitorio varié segun la dosis y el tipo de D-
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aminodcido aplicado. El efecto inhibitorio provocado por los D-aminoacidos podria
deberse a una acumulacién de los mismos en las plantas, debido a que éstos poseen una
baja capacidad para metabolizarlos (Nasholm et al., 2009), o también a que interfieren en
el mecanismo de traduccion de las proteinas, compitiendo con el L-aminoécido por la
union a los tRNA (Forsum et al., 2008).

Sin embargo, la D-Leu y la D-Cys provocaron el desarrollo de un mayor nimero de raices
laterales y pelos radiculares (Figura 2.6 A, Capitulo Il). Estas estructuras pueden
favorecer la nutricién de la planta, debido que contribuyen a la absorcion de los
nutrimentos del suelo y la capacidad exploratoria de la raiz (Cervantes-Garcia et al., 2011;
Péret et al., 2009; Lépez-Bucio et al., 2003).

Otro comportamiento muy importante fue el observado con la D-Val, donde el crecimiento
de la raiz disminuyé temporalmente (las primeras 24 horas) y luego, recuperarse a las 96
horas (Figura 2.6C, Capitulo II). Este comportamiento podria ser indicativo de que la
planta percibié un ambiente favorable para absorber nutrimentos y, asi, recuperar la tasa
de crecimiento y continuar explorando otros sitios en el suelo. Si es asi, ésta seria una
respuesta adaptativa importante que le daria ventajas a la planta en un ambiente

competitivo, particularmente en suelos con escasez de nutrimentos.

En la nutricién vegetal, el comportamiento de las raices es muy importante puesto que
son las estructuras primordiales para la absorcién de los nutrimentos del suelo (Giehl et
al., 2013). Hasta la fecha, el efecto sobre el crecimiento radicular de chile habanero

inducido por D-Val, D-Leu y D-Cys no ha sido descrito en otro modelo vegetal.

El analisis del crecimiento radicular en condiciones in vitro ha sido un modelo empleado
frecuentemente en diferentes plantas para tener un acercamiento al comportamiento de
determinados moléculas sobre este o6rgano (Funakoshi et al, 2008; Brickner vy
Westhauser, 2003). Sin embargo, este modelo no permite conocer el impacto que estos
cambios podrian tener en el desarrolio de la planta, ya que no pueden ser realizados
durante tiempos prolongados. Por esta razén, se decidié evaluar el efecto de los D-
aminoacidos sobre plantulas de chile habanero creciendo en hidroponia, por un periodo

mayor (30 dias).
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Las plantas estan expuesta simultaneamente en el suelo a distintas fuentes de N, por lo
que su respuesta puede ser influenciada ademas por la interaccion entre éstas (McNickle
et al., 2013). En este trabajo, se decidié evaluar el efecto de la adicién de una mezcla de
D-aminoédcidos en concentraciones micromolares a las plantulas que estan creciendo en

condiciones normales de nitrato (1 mM).

Sorprendentemente, los tres D-aminodcidos seleccionados en este trabajo a partir del
analisis in vitro, D-Val, D-Leu y D-Cys, indujeron una mayor proliferacion radicular en las
tres variedades usadas de chile habanero, lo cual puede traducirse en mayores areas de
exploracion y absorciéon de nutrimentos y agua en el suelo. Sin embargo, para los tres D-
aminoacidos, cuya presencia podria ser mas abundante en los suelos, como la D-Ser, D-
Asp y D-Ala (Vranova et al., 2012), la respuesta fue dependiente de la variedad. Las
variedades yucatecas fueron colectadas en sitios contrastante en la peninsula, en donde
el tipo y la concentracion de los D-aminodcido se desconoce. El comportamiento de estas
variedades ante el déficit de N ha sido previamente caracterizado, demostrando que las
mismas difieren en sus estrategias para contender con este estrés y sugerir la presencia
de transportadores de nitrato especificos en sus raices (Santiago-Antonio et al., 2014).

A partir de los resultados obtenidos, se sugiere que el efecto que los D-aminoacidos sobre
las plantas podria depender del tipo y la concentracién de D-amino&cido que esté
presente en los suelos donde se cultive y de la especie en cuestion, por lo que no se
podrian generalizar los resultados obtenidos con un mismo aminoacido a otras plantas.
Por ejemplo, contrario a lo que ocurrié en nuestro caso con los D-amino&cidos ensayados,
la aplicacion de glutamina y asparagina a Arabidopsis, dos de los aminoacidos que mejor
toma esta especie (Forsum ef al., 2008), en conjunto con nitrato, redujo a la mitad su
crecimiento, en comparacién con aquellas que crecieron en presencia de nitrato
unicamente (McNickle et al, 2013). Una recomendacién importante para llevar a cabo
estos estudios serfa el escrutinio del efecto de todos los aminoacidos sobre la planta
modelo, en un sistema sencillo como las cajas de Petri y a partir de los resultados,
seleccionar aquellos que sean mas prometedores para impactar sobre Ia fisiologia de la

planta.

El aumento enddégeno de los metabolitos nitrogenados en tejidos vegetativos que se

observaron en aquellas plantas tratadas con la mezcla de D-Val, D-Leu y D-Cys es un
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aspecto muy importante a tener en cuenta, ya que en varias especies altos niveles de
aminodcidos y proteinas en estos tejidos han sido correlacionados con un mayor
desarrollo de las plantas en condiciones de estrés (lkramet al., 2012) y una mayor
productividad (Suprayogi et al., 2011; Wang et al., 2009; Kade et al., 2005; Wang et al.,
20083).

En la literatura se senala que los aminoacidos son fuentes importantes de N para la planta
en ecosistemas donde hay una gran cantidad de materia organica, ya que al igual que el
nitrato conducen a un mejor desarrollo (Maathuis, 2009). Los cambios fisiolégicos y
bioquimicos ocasionados por estos D-aminoacidos no han sido reportados previamente,
por lo que seria importante conocer cédmo estos D-amino&cidos estan ejerciendo su
funcién. Se ha reportado que estos compuestos pueden provocar cambios en las
asociaciones entre los microorganismos de la rizésfera y las raices, ocasionando tal vez
una mejor adquisicién de nutrientes del suelo (Moe et al., 2013). Debido a ello, un efecto
indirecto de los mismos no puede ser descartado, sobre todo en condiciones de
hidroponia. Sin embargo, el aumento en la formacién de RL inducido por la D-Leu, en la
formacién de pelos radiculares inducido por la D-Cys, asi como el efecto de la D-Val sobre
el crecimiento de la raiz primaria fueron observados en condiciones estériles, por lo que

podrian atribuirse cambios en los microorganismos alrededor de la raiz.

Por otra parte, el efecto provocado sobre el crecimiento de las plantulas de chite habanero
podria deberse la existencia de enzimas que intervienen en el metabolismo de los D-
aminoacidos como las racemasas, transaminasas y D-aminoacido oxidasas, las cuales
pudieran estar localizadas en la raiz. Se han identificado y caracterizado racemasas que
afectan la conversiéon del D-aminoacido a L-aminoacido en las raices de Arabidopsis
thaliana, arroz y cebada, las cuales son diferentes en su estructura dependiendo del tipo
de planta (Fujitani et al., 2007; Fujitani et al., 2006). Otras enzimas como la D-aminoéacido
oxidasa, que degradan al D-aminoacido en un grupo amonio y perdxido de hidrogeno
(Funakoshi et al., 2008), también han sido detectadas en especies vegetales. Por otro
lado, se ha demostrado que las bacterias poseen un mecanismo para la integracion del D-
aminoacido en su estructura, porque pudieran provocar algun efecto en las plantas (Moe
et al., 2013).
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Los efectos de la D-Val y la D-Leu fueron especificos y diferenciales; el primero indujo un
aumento en el area foliar, mientras que el segundo indujo mayor formacién de raices
laterales y ambos aumentaron la longitud radicular total y el area radicular, siendo la D-
Leu més efectiva. Este resultado sugiere que ambos D-aminoacidos pueden inducir
mecanismos de senalizacion diferenciales que actien en conjunto para una mayor

adaptacion de las plantas a diferentes condiciones nutrimentos en el suelo.

La D-Val esta presente en las bacterias del suelo y en fertilizantes organicos como el
fluvalinato (Amelung et al., 2006), y sus efectos Unicamente se han estudiado in vitro en
plantulas de Arabidopsis, donde no inhibe el crecimiento de la raiz primaria (Forsum et al,,
2008). También, se ha reportado que puede provocar efectos inhibitorios en el crecimiento

de las raices cuando esta en dosis por arriba de 1 mM (Gérdes et al., 2011).

La D-Leu parece ser tomada mejor que la D-Val por las raices de chile habanero; estos
cambios en la absorcién de los D-aminoacidos podrian ser importantes en su funcién,
como ha sido reportado previamente en Arabidopsis (Forsum et al., 2008; Svennerstam et
al., 2008).

Todos estos resultados han abierto el panorama para sentar las bases sobre el papel de
los D-aminoacidos en el crecimiento de plantas, en especial del chile habanero, ya que
podrian estar presentes en los suelos y ser adsorbidos por las raices. Este es el primer
trabajo acerca de su papel sobre parametros fisiolégicos y bioquimicos relacionados con

el crecimiento.
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CAPITULO VI
CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS
CONCLUSIONES

Se observé que los D-aminoacidos afectan el crecimiento de las plantulas in vitro,
dependiendo de tipo del aminoacido, su concentracién y su estereoespecificidad. La D-Ala
y el D-Asp son los aminoacidos que inhibieron drasticamente el crecimiento de la raiz
primaria (87 al 90% de inhibicion con respecto al testigo sin aminodacidos). Otros
aminodcidos provocaron efectos estimulatorios, como la D-Leu y la D-Cys, que generaron
la produccion de raices laterales y pelos radiculares, respectivamente. EI modelo in vitro
es una buena herramienta para generar respuestas a corto plazo de los cambios

detallados de la raiz en presencia de compuestos no estudiados anteriormente.

Los D-aminoacidos D-Val, D-Leu y D-Cys, aplicados en conjunto con nitrato, pueden
favorecer el crecimiento de las plantulas de chile habanero en condiciones de hidroponia,
particularmente provocando una proliferacién radicular (mayor area radicular, longitud
radicular total y nimero de raices laterales). Asi mismo, estos D-aminoacidos aumentaron
los niveles de metabolitos nitrogenados en los tejidos de la planta. De estos D-
amino&cidos, la Val y la Leu parecen ser los mas efectivos para provocar esta respuesta.
Cada uno por separado indujo cambios en el crecimiento de la planta que fueron
especificos y la toma de éstos por las raices de chile habanero parece también diferir,

prefiriendo en este proceso a la D-Leu sobre la D-Val.
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PERSPECTIVAS

En este trabajo, se caracterizd la respuesta de las plantulas de chile habanero a la
aplicacion de los D-aminoacidos y su intervencion en el desarrollo fisiolégico de las
plantas de chile habanero. Sin embargo, aun queda por estudiar cudles son los
mecanismos utilizados por estos compuestos para modificar el crecimiento de chile

habanero.

Una perspectiva importante serfa el estudio de las enzimas que participan en el
metabolismo de estos compuestos, como las racemasas, transaminasas y D-aminoacido
oxidasas, las cuales podrian participar en esta respuesta. Asi mismo, si estos compuestos
estan actuando como sefiales, una via ya reportada en las plantas es la de la D-Ser, la
cual se da a través de receptores de glutamato, por lo que se pueden llevar a cabo
estudios farmacoldgicos (con agonistas y antagonistas de los mismos) que permitan

demostrar la participacion de estas proteinas.

Para saber si las modificaciones en el sistema radicular de chile habanero se deben a un
efecto indirecto de estos compuestos, por la modificacién de los microorganismos
alrededor de la raiz, se sugiere caracterizar las bacterias y hongos que estén presentes
en cada condicién de N, cuando el experimento se desarrolla en hidroponia. Una vez
caracterizados, se podrfan aplicar in6culos de los mismos para saber si éstos son

capaces por si mismos de inducir proliferacion radicular.

Con estos resultados se abren nuevos horizontes para el estudio del efecto de otros D-
aminoacidos en el desarrollo de las plantas. El andlisis de la presencia de estos
compuestos en los suelos donde se cultiva el chile habanero, asi como en los tejidos de la
planta, podria ayudar a seleccionar otros D-aminoacidos y evaluar su efecto. De igual
manera, se pudiera estudiar el efecto de la aplicacion de extractos provenientes de

fuentes naturales ricas en estos compuestos.

Se podria contemplar ademas escalar este experimento a condiciones de invernadero y/o
campo para conocer si la aplicacion de la mezcla 2 de los D-aminoacidos pudiera tener un

impacto importante sobre los rendimientos del cultivo. Por otro lado, hay evidencia de la
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funcion de los D-aminoéacidos en condiciones de estrés ayudando a mejorar la respuesta
de las plantas, por lo tanto se puede evaluar cual es la funcion de éstos bajo estrés

hidrico, salino, entre otros.

Estas serian algunas de las posibles areas de estudio que llevaran a entender a los
mecanismos por los que las plantulas de chile habanero, o las plantas en general, utilizan
a los D-aminoécidos en su crecimiento y desarrollo. De esta forma, se proporcionarian
herramientas que ayudaran a generar una nueva estrategia de fertilizacion orgénica a
largo plazo, logrando asi mitigar la contaminacién de los suelos provocada por la

fertilizacion con N inorganico.
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Anexo |. Morfologia de las plantulas a las 96 horas en presencia de D-aminoacidos

KCI D-lle D-Val

D-Ala D-GlIn D-Ser
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D-Trp D-Phe D-Tyr
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ANEXO II.
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ANEXOS
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