)

\

v
Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan, A.C.

Posgrado en Ciencias Bioldgicas

Estudio de los mecanismos de modulacion del
crecimiento radical mediado por los D-
aminoacidos en chile habanero (Capsicum

chinense Jacq.)
Tesis que presenta
Angeélica Anahi Serralta Interian
En opcidn al titulo de
DOCTOR EN CIENCIAS
(Ciencias Bioldgicas: Opcion Bioguimica y Biologia Molecular)
Mérida, Yucatan, México

2020



CENTRO DE INVESTIGACION CIENTIFICA DE YUCATAN, A. C.
POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS

RECONOCIMIENTO

Por medio de la presente, hago constar que el trabajo de tesis de Angélica Anahi
Serralta Interian titulado Estudio de los mecanismos de modulacion del crecimiento
radical mediado por los D-aminoécidos en chile habanero (Capsicum chinense
Jacq.) fue realizado en la Unidad de Bioquimica y Biologia Molecular de Plantas del
Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan, A.C. bajo la direccion del(a) Dr.(a)
lleana Echevarria Machado, dentro de la opcion de Bioquimica y Biologia Molecular,
perteneciente al Programa de Posgrado en Ciencias Biolégicas de este Centro.

Atentamente.

Dr. Cecilia Hernandez Zepeda
Director de Docencia

Mérida, Yucatan, México, a 09 de Enero de 2020



DECLARACION DE PROPIEDAD

Declaro que la informacién contenida en la seccion de Materiales y Métodos
Experimentales, los Resultados y Discusion de este documento proviene de las actividades
de experimentacion realizadas durante el periodo que se me asignd para desarrollar mi
trabajo de tesis, en las Unidades y Laboratorios del Centro de Investigacion Cientifica de
Yucatan, A.C., y que a razoén de lo anterior y en contraprestacion de los servicios educativos
o de apoyo que me fueron brindados, dicha informacion, en términos de la Ley Federal del
Derecho de Autor y la Ley de la Propiedad Industrial, le pertenece patrimonialmente a dicho
Centro de Investigacion. Por otra parte, en virtud de lo ya manifestado, reconozco que de
igual manera los productos intelectuales o desarrollos tecnolégicos que deriven o pudieran
derivar de lo correspondiente a dicha informacion, le pertenecen patrimonialmente al Centro
de Investigacion Cientifica de Yucatan, A.C., y en el mismo tenor, reconozco que Si
derivaren de este trabajo productos intelectuales o desarrollos tecnolégicos, en lo especial,
estos se regiran en todo caso por lo dispuesto por la Ley Federal del Derecho de Autor y la
Ley de la Propiedad Industrial, en el tenor de lo expuesto en la presente Declaracion.

Firma:

Nombre: Angélica Anahi Serralta Interian



Este trabajo se llevd a cabo en la Unidad de Biogquimica y Biologia Molecular de Plantas del
Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan, y forma parte del proyecto titulado Estudio
de los mecanismos bioquimicos y fisioldgicos que contribuyen a la variabilidad en la
respuesta del sistema radical a distintas fuentes de nitrégeno en Capsicum chinense en el
que participaste bajo la direccion de la Dra. lleana Echevarria Machado.



AGRADECIMIENTOS

Primero doy gracias a Dios por haberme permitidio cumplir una objetivo mas en la vida, por
ser el apoyo y la fortaleza en los momentos de dificultad y de debilidad, gracias por las
alegrias producto de su apoyo y por las caidas y dificultades que me ha puesto, porque de
ellas aprendo. Gracias por ponerme en el lugar correcto con las personas adecuadas.

A lo largo de este tiempo son muchos los que han contribuido en el proceso y conclusion
de este trabajo a los que estoy infinitamente agradecida.

Principalmente le doy gracias mi asesora la Dra. lleana Echevarria Machado, por todos
esos afios de ensefianzas académicas y de vida, por compartir logros y fracasos, por sus
palabras de aliento, por todo su gran apoyo, por ser un ejemplo para nosotros. Me llevé una
enorme satisfaccion y alegria el haber formado parte de su grupo de trabajo, gracias por

aceptarme, sin usted, esto no hubiera sido posible.

Agradezco al Dr. Manuel Martinez, gracias por haber sido parte fundamental de mi
formacion académica, por todos los consejos y las recomendaciones que han hecho posible
la conclusion de la tesis; gracias por el apoyo ante las dificultades y tropiezos. Gracias por

su tiempo brindado para las dudas y los consejos.

Agradezco a la Dra. Miranda Ham, por sus consejos, recomendaciones y cuestionamientos
gue me insitaron a seguir mejorando, por compartir su experiencia, por su diposicion para
apoyarme en las diferentes dudas que pudiera tener, por haber sido una parte importante

de mi desarrollo académico.

Al Dr. Josep Dubrovsky por sus recomendaciones y cuestionamientos para la mejora de la
tesis, al igual agradecerle por la estancia de investigacion en su laboratorio en el Instituto

de Biotecnologia de la UNAM.

También agradezco a mi comité revisor, a la Dra. Virginia Herrera, al Dr. Rene Garrufia, a
la Dra. Casandra Reyes y la Dra. Ana Luisa Ramos, por el tiempo destinado a la lectura de

la tesis y por las recomendaciones para poder mejorar el escrito. Igualmente agradezco al



Dr. Issac Zepeda Jazo por aceptarme en su laboratorio en la Universidad de la Ciénega del
Estado de Michoacan de Ocampo para la realizacion de los estudios electrofisioldgicos,
gracias por sus consejos, apoyo Yy por su hospitalidad.

A la M.C. Fatima Medina por su disponibilidad para apoyarme en los diferentes

requerimientos técnicos para la realizacion del proyecto y por sus consejos.

En el periodo de realizacion de la tesis hubieron momentos de alegrias y dificultades, y cada
uno de estos momentos pude difrutarlos gracias a mis comparieros de laboratorio: Fabi,
Marta, Fede, Camilo, Manuel, Helbert y Jafet, gracias por sus consejos, aportaciones, por
su disponibilidad a apoyarme, por las risas, las experiencias, por hacer de este periodo una

estancia inigualable.

Al Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan, A.C. (CICY) por permitirme ser parte de
esta institucién por todo el periodo de mi formacién en esta area de conocimiento, al

personal de posgrado por sus atenciones antes los tramites y dudas.

A la Unidad de Bioquimica y Biologia Molecular de Plantas por todas las facilidades

proporcionadas, por las instalaciones y los equipos brindados.

Al CONACYT por la beca otorgada N° 474112.



DEDICATORIAS

Este trabajo se lo dedico a mis padres, mis hermanos e Ivan, gracias por su apoyo

incondicional.



INDICE DE CONTENIDO

RESUMEN. ... e e e e e ettt e ettt e ettt e e e e ettt e e e esta e eeearaaeaeaes 1
N = T 1 ¥ 2 PP 1
INTRODUGCCION ... oottt ettt e et e et e et e et e e eteeeteaaeeraesreesreeareeseeenee e 1
CAPTTULO | ettt ettt ettt ettt e e ettt et et e et ese e e ete e et e e eeesreeseaeereeseeas 3
ANTECEDENTES ..o e e e e e e e et e e et e e et e e e e e et e e eennas 3
1.1 FORMAS DE NITROGENO EN EL SUELO, SU ABSORCION Y ASIMILACION POR LAS PLANTAS .......cccvvuenes 3
1.2 PRESENCIA DE LOS D-AMINOACIDOS EN LA NATURALEZA ...cccvvvteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesesesssssssssesessssnnnesnnnnes 5
1.3 PRESENCIA DE LOS D-AMINOACIDOS EN EL SUELO ...cctttttitierieieeieeereeeeeeeeeseeseesesesesesesssesesssesesesesesenes 6
1.4 PRESENCIA DE LOS D-AMINOACIDOS EN LAS PLANTAS ...cciutvieeeiiireessteeeesstreeesssneeesssnesssssssesssnsnes 7
1.5 METABOLISMO DE LOS D-AMINOACIDOS EN LAS PLANTAS ....uteeiiiireeesireeeesitreeeestneeesssnesessnsneassnnsnes 8
1.6 FUNCION DE LOS D-AMINOACIDOS EN LAS PLANTAS ...ccettttrteertreeeeeeeeeeeeeeesesesssssnssssssssssssssssssssnssnnes 12
1.6.1 EFECTOS TOXICOS DE LOS D-AMINOACIDOS .......cettttirtitiieieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeesesesesessessnsssssesssnnnnes 12
1.6.2 EFECTOS ESTIMULATORIOS DE LOS D-AMINOACIDOS .....ccvvvtrereiereeeeeeeeeeeeeeenesesesesesesesesesesesnnenenes 13

1.7 Los D-AMINOACIDOS ACTUAN COMO UN LENGUAJE QUIMICO PARA MEDIAR LA COMUNICACION ENTRE

LT T 16
1.8 GENERALIDADES DEL SISTEMA RADICAL Y SUREGULACION ....ciieiiiiiiiiiisieeeeeeeeniieeeeeeeseesinnneaeeaeees 18
1.9 INFLUENCIA DE LOS NUTRIENTES EN EL DESARROLLO DE LA ARQUITECTURA RADICAL ........cvvvvvennnes 22
1.10 RECEPTORES DE GLUTAMATO Y SU FUNCION EN PLANTAS . ..uiiieiiiiiiitiisieeeeeeeeninineeseeeeessnnnneaeeaaees 26
1.11 MODELO DE ESTUDIO: CHILE HABANERO ....ciitttutuiieeesetiuttataasessssesssssnseessessssssnneseassesssssnnnaeeasee 29

1.11.1 ANTECEDENTES DEL EFECTO DE LOS AMINOACIDOS SOBRE EL CRECIMIENTO DE CHILE HABANERO



HIPOTESIS .o 34

OBJETIVO GENERAL ..o 34
OBJETIVOS ESPECIFICOS ....cooiuiiviiiesieieeete ettt ve s 34
JUSTIFICACION ..ottt ettt ettt sttt be st et et et seareere s 34
ESTRATEGIA EXPERIMENTAL ... 36
CAPITULO 1l caticteete ettt ettt ettt ettt et ebe b et s e e areeans 37

CRECIMIENTO RADICAL EN CHILE HABANERO EN CONDICIONES IN VITRO......... 37
2.1 INTRODUGCCION ..ottt ettt ettt et e te et et e et e se et ens st e s tennaseens 37
2.2 MATERIALES Y METODOS ......oouiiiiiiieieiteeteteete ettt 39
2.2. 1 MATERIAL VEGETAL ..cciitiiiieitiie ettt st ae e st e s b e s s bb e e e s aa e e e e s e e e e s s e e e e s sannee s 39

MODELO IN VITRO ..vttiiiieiiiiiiitttitiie e s s sttt e e s e s s et e e e e s e s b e e et e e e e s s s bbb s e e e e e e e s e s bbb b e e e e e e e s s s bbb reeeaeeeeas 39
2.2.4 CURVA DOSIS-RESPUESTA ...cciiiiuttttittete s e it teeeteae s s st ittt e e e s s ass b e et e te e e s s assn b et e e e e s s aannrnneeeeeeens 41
2.2.5 CURSO TEMPORAL ... .cutttiiiiee ittt et s ettt e e e s st e r e e e s s s e e et et e e e s e s bbb e et e e e e s s s s bbb aeeaaee e s 42
2.3 RESULTADOS Y DISCUSION ......ouviiiiiieieeeeeeeee ettt ave e 42

2.3.1 CARACTERIZACION DEL EFECTO DE LOS D-AMINOACIDOS SOBRE EL CRECIMIENTO RADICAL EN EL

11O 15 I I Y I e { 42

2.3.2 EFECTOS DE LA MEZCLA DE LOS D-AA SOBRE LA FORMACION DE EVENTOS DE INICIACION DE RAI{Z

[ = 44

2.3.3 EXPERIMENTO DE CURVA DOSIS- RESPUESTA .. iituettnitttietteteneestseetsssnsesnsersnesstnsesnesseeesnsernn 49

2.3.4 CURSO TEMPORAL ..ttt ettt et s et e st e eaa e sa e e et seease et s e aa e s e s st s e et st et s e tn e san s et e sassenseanserans 51



CAPITULO 1 ottt ettt ettt ettt b et se bt st e s neebeea e 54

ESTUDIO DE LA PARTICIPACION DE LAS AUXINAS EN LA RESPUESTA RADICAL

INDUCIDA POR LOS D-AAS ettt ettt e e et et ettt e e e e e aaeeeanes 54
B.LINTRODUGCCION ..ottt ettt ettt ae et se et et et e s et e s ete et eneetetesannnaeens 54
3.2 MATERIALES Y METODOS .....oo ittt sae e 55
3.2, 1 MATERIAL VEGETAL .. ttiuutttttttte e et e sttt et e e et e st et e e a4 et s et e e e e e st e e et e e e e e s snn et e e e e e e e e ansnrrnees 55
3.2.2 TRATAMIENTOS CON ANTIFAUXINA .....ctttitiieetiaietreeitetesssasssres et e e e s s sainnbeeeeeeesesannrreeeeeesssnnnnrnnees 56
3.2.3 DISENO DE CEBADORES PARA LA AMPLIFICACION DE LBD16 Y LBD18 EN CHILE HABANERO........ 56
3.2.4 NIVEL DE TRANSCRITOS DE LOS GENES LBD ......oviiiiiiiiiiiiiiiiic e 57

3.3.2 PARTICIPACION DE LAS AUXINAS EN LA INDUCCION DE RLS MEDIADO POR LA MEZCLA DE D-AAS. 61
3.3.3 IDENTIFICACION DE GENES PUTATIVOS LBD16 Y LBD18 EN EL GENOMA DE CAPSICUM.............. 64

3.3.4 EVALUACION DEL NIVEL DE TRANSCRITOS DE LOS GENES LBD EN RESPUESTA A AUXINA EN RAICES

TRATADAS CON LA MEZCLA DE DA A S .ottt ettt e e e et et e e e e e e s b e et e e eb e e sbaeees 70
CAPITULO IV ettt ettt et et et e e e et et e et e e e 74

ESTUDIO DE LA PARTICIPACION DE LOS RECEPTORES DE GLUTAMATO EN LAS
RAICES EXPUESTAS A LA MEZCLA DE LOS D-AAs VAL, LEUY CYS......ccccevne... 74

4.1 INTRODUGCCION ..ottt ettt ettt s et s et st ne 74

4.2 MATERIALES Y METODOS ......oooiiiceeeteeteeeeeee ettt aae et s e ane e 76



o Y i = =] B =] = 7 TR 76

4.2.2 CONDICIONES DE CRECIMIENTO Y TRATAMIENTOS CON AMINOACIDOS. ....ccceeiiiiiiirieeeeeeseaiieeneees 76

4.2.3 DETERMINACION DEL NIVEL DE TRANSCRITOS DE LOS GLRS EN PLANTULAS EXPUESTAS A LOS D-

4.2.4 DETERMINACION DEL FLUJO NETO DE CA?* POR LA TECNICA MIFE .......cccoeviiiiiiieciee e 79

4.2.5 DETERMINACION DE LA VARIACION DE CA2* INTRACELULAR MEDIANTE MICROSCOPIA CONFOCAL . 80

4.2.6. ANALISIS DE NITRATO, AMINOACIDOS TOTALES Y PROTEINAS TOTALES EN LOS TEJIDOS DE LAS

LTI NV X3S 81

4.3 RESULTADOS Y DISCUSION ....ccooviuiitiiiieieieiete ettt ettt 82

4.3.1 VARIACION EN EL CRECIMIENTO RADICAL DE LAS DIFERENTES VARIEDADES DE CHILE HABANERO

EXPUESTAS A LA MEZCLA DE LOS DA AS ettt ettt et et e e et e e s e s e e b s e e ea e s e ebaaanes 82

4.3.2 MEDICION DEL FLUJO DE CA2* EN LAS RAICES DE CHILE HABANERO POR LA TECNICA MIFE......... 86

4.3.3 EVALUACION DEL FLUJO DE CA2* EN LAS RAICES DE CHILE HABANERO POR MEDIO DE MICROCOPIA

(070 V| =10 o7\ Hr PSRRI 88

4.3.4 EFECTO DE LOS TRATAMIENTOS CON LOS AMINOACIDOS SOBRE LOS NIVELES DE TRANSCRITOS DE

LOS RECEPTORES DE GLUTAMATO EN LAS VARIEDADES DE CHILE HABANERO .......ccciiiiiiiiiiiiienns 89

4.3.5 EFECTO DE LOS D-AAS SOBRE LOS NIVELES DE NITRATO, AMINOACIDOS TOTALES Y PROTEINAS

L 172 1 PR 95
CAPITULO V.ot t sttt 99
DISCUSION GENERAL ....ouviuieieite ettt ettt ettt neaaean e, 99
CAPITULO V1ot ettt eneete e, 108
CONCLUSIONES GENERALES Y PERSPECTIVAS ..o 108

CONCLUSIONES GENERALES ......ooiiiiiiieiiiiiiiieiteeeeeeeeeaeeeeeeeeeeeeeeeessesasssessssssenssessssssssnssssnssssnnnes 108

PER S PECT IV AS ettt e e e s et e e e e e s bbb r e e e e e e s e e e e e e s 109



BIBLIOGRAFIA



LISTADO DE FIGURAS

LISTADO DE FIGURAS

Figura 1.1 Los D-AAs como moduladores del crecimiento y salud de las plantas. .......... 15
Figura 1.2. Eventos de formacion de la RL .............oooiiiiiiiiiiiiieeiieeee e 20
Figura 1.3. Modelo de iniciacion de raices laterales mediada por auxinas ...................... 21

Figura 1.4. Cambios en los parametros de crecimiento radical en repuesta a la

disponibilidad (homogénea o heterogénea) de 10S NULHENES ..........cvveeeiieeriiiiiiiiieeeeee, 25
Figura 1.6. Dosis inhibitoria de los D-aminoé&cidos sobre el crecimiento de laraiz.......... 32
Figura 1.7. Estrategia experimental general...........coooooiiioiiie e 36
Figura 2.1 Distancias evaluadas en la RP a las 96 h de tratamiento...................cccvvvennn. 41

Figura 2.2. Cambios morfolégicos en el crecimiento de la RP y apertura de cotiledén a las
S Ao Lo i = L= T 01 T=T o) (o O 43

Figura 2.3. Primordios de raiz lateral en diferentes estadios y RLs de chile habanero. ... 45

Figura 2.4 Formacion de eventos de iniciacion y longitud de las raices laterales a las 96 h.
R 46

Figura 2.5. Formacion de érganos laterales en las raices expuestas a los diferentes

TFATAMIEINTOS B N .ottt ettt e et e e e e e e e e neeens 48

Figura 2.7 Curva dosis-respuesta de los D-AAs sobre la formacion y el crecimiento de

X (o ST E2 1 (] = 1 (ST TP 50

Figura 2.8. Efecto de las mezclas de AAs y NOs sobre la formacién de EI durante un curso

L] 0] 0T = USSP 52

Figura 2.9. Formacion de eventos de iniciacion en las raices expuestas a los diferentes

tratamientoS CON L- Y D-AAS. ..o e e ettt a e e e e e e e e eatat e e e e e eaeeeenee 53

Figura 3.2 Incremento en el crecimiento acumulado en longitud de la raiz primaria (RP) de



LISTADO DE FIGURAS

Capsicum annuum variedad CM334 expuesta a dosis crecientes de PCIB. .................... 60

Figura 3.5 Alineamiento de LBD16 de diferentes solanaceas y su comparacion con la

secuencia de ArabidOPSIS. ......vveviiiiiiiiiiiiiii et 65
Figura 3.6 Alineamiento de LBD18 de diferentes solanaceas y Arabidopsis. .................. 66
Figura 3.7 Amplificaciéon por PCR de los cebadores de los genes LBD16 y LBD18. ....... 67
Figura 3.8 Nivel de transcritos de los genes LBD16 y LBD18 en respuesta a AlA .......... 67

Figura 3.9 Alineamiento de las secuencias de LBD16 de Arabidopsis thaliana (AtLBD16),
C. annuum (CaLBD16) y el fragmento clonado de C. chinense (CcLBD16)..................... 68

Figura 3.10 Alineamiento de las secuencias de LBD18 de Arabidopsis thaliana (AtLBD18),
C. annuum (CalLBD18) y el fragmento clonado de C. chinense (CcLBD18)..................... 69

Figura 3.11 Nivel de transcritos de los genes LBD16 y LBD18 en raices tratadas conL-AA

12 D PRSPPI 71
Cuadro 4.1 Caracteristicas de los cebadores de 10S GLR ......covvviviveiiieieeeeeeieeeeeee 78
Figura 4.1 Medicién del flujo de Ca?* mediante la técnica MIFE............cccccovvvveeiiveeiinnnns 79

Figura 4.2 Efecto de la mezcla de D-AA sobre el crecimiento de la raiz primaria (RP) de

chile habanero en coONAICIONES 1N VIEEO ... con e 83

Figura 4.3 Efecto de la mezcla de los D-AAs Val, Leu y Cys sobre la formacién y la longitud

de las raices laterales en plantulas de chile habanero in Vitro...........ccccccvvvvvvviiiiiiiiinnnn, 84

Figura 4.4 Efecto de la mezcla de D-AA sobre el crecimiento de las raices de tres

variedades de Chile Naban@ro...........cooiieiiiiiiiii e 85
Figura 4.5 Flujo de entrada de iones de Ca?" en las raices tratadas con D- y L-AAs ...... 86

Figura 4.6 Flujo neto de entrada de iones de Ca?" en las raices tratadas con L y/o D- Val,



LISTADO DE FIGURAS

Figura 4.7 Efecto de los aminoacidos sobre los contenidos de calcio en las raices de dos

variedades de Chile NADANEIO ........ou et a s 89

Figura 4.8 Niveles de transcritos de los CcGLR en tres variedades de chile habanero

exXpuestas a10S L-AAS Y D-AAS ... 91

Figura 4.9 Variacién del calcio intracelular en las raices de Mayan Kisin con la adicién de

Figura 4.10 Efecto de la mezcla de L-AAs y D-AAs sobre los niveles de metabolitos

nitrogenados en raiz y hoja de las diferentes variedades de chile habanero.................... 96



LISTADO DE CUADROS

LISTADO DE CUADROS

Cuadro 1.1. Enzimas caracterizadas en plantas que participan en el metabolismo de los D-

Cuadro 2.1 Efecto de la aplicacion por 96 h de la mezcla de los D-AAs sobre la distancia

de formacion de [0S eventos de INICIACION. .......ou et 47

Cuadro 3.1 Cebadores seleccionados para la amplificacion de los genes LBD16 y

Cuadro 3.2 Secuencias utilizadas para la seleccion del gen putativo de LBD16 para

(0T o1 (o1 U o 1 FE PPN 64



RESUMEN

RESUMEN

Los D-amino&cidos (D-AAs) estan presentes en la naturaleza, en organismos como
bacterias, mamiferos y plantas. A pesar de que las plantas estan expuestas a estos
compuestos, se han llevado a cabo muy pocos estudios sobre su efecto en el desarrollo
vegetal. La mezcla de los D-AAs Val, Leu y Cys fue seleccionada para llevar a cabo el
presente estudio, ya que en un trabajo previo se demostrd que fueron capaces de estimular
el crecimiento radical en chile habanero (Capsicum chinense Jacq.). El objetivo de este
trabajo fue caracterizar los cambios morfoldgicos en las raices expuestas a ellos y estudiar
la participacion de auxinas y receptores de glutamato (GLR) en esta respuesta. La mezcla
de estos tres D-AAs aument6 el nimero de primordios de raices laterales (PRLs) y de raices
laterales (RLS). El efecto estimulatorio sobre la formacién de RLs también fue comprobado
en Capsicum annuum Yy en otras tres variedades yucatecas pertenecientes a Capsicum
chinense (Mayan Chac, Mayan Kisin y Mayan Baalché). Al aplicar la anti-auxina PCIB, en
conjunto con la mezcla de estos D-AAs, se inhibié drasticamente su efecto estimulatorio.
Igualmente, los niveles de transcritos de los genes Lateral Organ Boundary Domain 16y 18
(LBD16 y LBD18), los cuales son inducidos en respuesta a auxina en Arabidopsis,
aumentaron en las raices expuestas a estos tres D-AAs, en comparacion con aquellas que
crecieron en el tratamiento testigo con los L-AAs. Todos estos resultados sugieren la
participacion de las auxinas en la respuesta a los D-AAs. Ademas, los resultados obtenidos
al medir los flujos de Ca?* por la técnica de estimacion de flujo de iones por microelectrodo
no invasivo (MIFE™), parecen indicar que la activacién de un GLR por la mezcla de estos
D-AAs en la raiz de chile no seria el evento primario que desencadenaria el efecto de estos
compuestos. Esta sugerencia también parece ser confirmada por los datos de microscopia
confocal usando a un fluoréforo sensible a Ca?". Sin embargo, los analisis moleculares
indicaron que el tratamiento con los D-AAs incrementaron los niveles de transcritos de dos
GLRs, CcGLR1.1 y CcGLR3.4, mientras que disminuyeron los de CcGLR3.1 en las raices
de la variedad Mayan Kisin. Para el resto de las variedades de chile habanero analizadas,
no se observaron cambios significativos en los niveles de estos transcritos. Estos datos
indican que Mayan Kisin pudiera presentar receptores funcionales especificos en las raices
tratadas con los D-AAs, los cuales pueden diferir de aquellos presentes cuando la raiz es

tratada con la mezcla testigo de los L-AAs. Al aplicar el L-Glu, un posible agonista de los
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GLR, las raices expuestas a los D-AAs fueron capaces de presentar mayor flujo de Ca?",
comparada con las tratadas con los L-AAs. Ademas, se demostro que el tratamiento con la
mezcla de D-AAs incrementd significativamente los niveles enddgenos de nitrato,
aminodcidos totales y proteinas, en las variedades Mayan Chac y Mayan Kisin, no asi para
Mayan Baalché. Estos resultados proporcionan informacién valiosa para comprender el

posible papel de los D-AAs en la regulacién del crecimiento vegetal.



ABSTRACT

ABSTRACT

D-amino acids (D-AAs) are present in nature, in bacteria, mammals and plants. Although
plants are exposed to these compounds, very few studies of their effect on plant
development have been carried out. At mixture of the D-AAs Val, Leu and Cys was selected
to carry out the present study, since in a previous study had shown that these were able to
stimulate root growth in habanero pepper (Capsicum chinense Jacq.). The objective of this
work was to characterize the morphological changes in the roots exposed to the mixture of
the D-AAs and to study the participation of auxins and glutamate receptors (GLR) in this
response. The mixture of these three D-AAs increased the number of lateral root primordia
(LRPs) and lateral roots (LRs). The stimulatory effect on the formation of LRs was also
demonstrated in Capsicum annuum and in three other Yucatecan varieties belonging to
Capsicum chinense (Mayan Chac, Mayan Kisin y Mayan Baalché). By applying the anti-
auxin PCIB together with the mixture of these D-AAs, this stimulatory effect was drastically
inhibited. Likewise, the transcript levels of the Lateral Organ Boundary Domain 16 and 18
genes (LBD16 y LBD18), which are induced in response to auxin in Arabidopsis, increased
in the roots exposed to these three D-AAs compared to the control with the treatment with
the L-AAs. All these results suggest the participation of auxins in the response to D-AAs. In
addition, the results obtained from Ca?* fluxes measured by noninvasive microelectrode ion
flux estimation technique (MIFE™) seem to indicate that the activation of a GLR by the
mixture of these D-AAs may not be the primary event triggered by these compounds. This
suggestion also seems to be confirmed by confocal microscopy data using a Ca?* sensitive
fluorophore. However, molecular analysis indicated that treatment with D-AAs, comparted
to the treatment with L-AAs, increased transcripts levels of two GLR, CcGLR1.1 and
CcGLR3.4, while those of CcGLR3.1 decreased in the roots of the variety Mayan Kisin. For
Mayan Chac and Mayan Baalché varieties no significant changes were observed in these
transcripts. These data indicate that Mayan Kisin could have specific functional receptors in
the roots treated with the D-AAs, which may differ from those present when the root is
treated with the control mixture of the L-AAs. It was found that the roots stimulated with the
D-AAs had greater Ca?* flow, compared to those treated with the L-AAs, when a possible
GLR agonist, L-Glu, was applied. In addition, it was shown that the mixture of D-AAs

significantly increased the endogenous levels of nitrate, total amino acids and proteins in
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Mayan Chac and Mayan Kisin varieties but not for Mayan Baalché, compared to the mixture
of L-AAs. These results provide valuable information to understand the possible role of D-
AAs in plant growth regulation.
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Los aminoécidos existen en la naturaleza en al menos dos formas estereoquimicas, Ly D,
siendo por muchos afios la forma L la més estudiada y la que se ha considerado
biol6gicamente activa. Sin embargo, estudios recientes indican que los D-aminoacidos (D-
AAs) también pueden presentar actividad bioldégica en organismos tales como bacterias,

plantas y mamiferos (Bruckner y Westhause, 2003).

La presencia de los D-AAs en los tejidos de las plantas se debe a su absorcion a partir del
suelo o a su sintesis enddgena, donde intervienen enzimas como las racemasas y las D-
AA aminotransferasas (Vranova et al., 2012). A pesar de su existencia en los tejidos
vegetales y de que las plantas durante su ciclo de vida pueden estar expuestas a la
presencia de esta fuente nitrogenada, es muy poco lo que se conoce acerca de los efectos

gue ocasionan sobre el crecimiento vegetal.

En un trabajo previo se demostré que al afiadir una mezcla de los D-AAs: Val, Leuy Cys a
100 pM de cada uno, a una solucién nutritiva que contenia como fuente principal de
nitrogeno (N) al nitrato de potasio (1 mM), se estimulé el crecimiento de las plantulas de
chile habanero, en comparacién con las que crecian Unicamente con la fuente inorganica
de N (Serralta-Interian et al., 2014). Especificamente, se obtuvieron aumentos significativos
en el numero de raices laterales (RLs), la longitud radical total y el area radical. Ademas,
este tratamiento con la mezcla de los D-AAs aument6 los niveles enddégenos de metabolitos
nitrogenados, como aminoacidos totales y proteinas, lo cual sugiere que las plantas que
recibieron este tratamiento aumentaron la eficiencia en el uso de N (Serralta-Interian et al.,
2014).

El sistema radical es una estructura muy importante para la vida de las plantas, no sélo
porque es el érgano responsable de la absorcion y transporte de nutrientes y agua, sino
también porque regula muchos procesos que se llevan a cabo en la parte aérea. Las plantas
integran sefiales exdgenas y enddgenas para regular de manera precisa y coordinada la
formacion y crecimiento de este 6rgano. Estd demostrado, particularmente en la planta
modelo Arabidopsis thaliana, que fitohormonas como las auxinas y el etileno son

importantes para que se lleven a cabo estos procesos y que sus niveles pueden ser

1
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regulados en respuesta a sefiales exégenas, como la presencia de nutrientes en el suelo
(Giehl et al., 2014; Fukaki y Tasaka, 2009; Hogde et al., 2009; lvanchenko et al., 2008; Negi
et al., 2008). Por otro lado, se ha demostrado que los receptores de glutamato (GLR) de
plantas, parecidos a los receptores ionotrépicos de glutamato de mamiferos, pueden regular
el crecimiento radical (Li et al., 2006; Walch-Liu et al., 2006) y que los D-AAs pueden ser
agonistas de estas proteinas (Michard et al., 2011).

En este proyecto se estudiaron los mecanismos por los cuales los D-AAs provocaron una
estimulacion sobre el crecimiento radical de chile habanero, abordando especificamente la

posible participacién de la hormona auxina, asi como la de un GLR en dicha respuesta.
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1.1 Formas de nitrogeno en el suelo, su absorcion y asimilacién por las plantas

El N es un macronutriente esencial para el crecimiento de las plantas, siendo un
constituyente de macromoléculas importantes en las células, tales como el ADN, el ARN,
las proteinas, la clorofila y fitoreguladores como auxinas y citocininas (Hawkesford et al.,
2012). Las plantas pueden adquirir el N del suelo en formas inorganicas [nitrato (NO3) y
amonio (NH4")] y organicas [urea, aminoacidos (AAs) y péptidos] (Kiba y Krapp, 2016;
Tabata et al., 2014).

ElI NOs es la principal forma de N inorganico (NI) que es tomada y asimilada por la mayoria
de los cultivos que crecen en suelos aerébicos, en donde se puede encontrar a
concentraciones entre 1 y 20 mol. m3. En cambio, el NH,* puede ser la fuente de NI mas
importante para aquellos cultivos que crecen en suelos menos aireados (Andrews et al.,
2013).

La toma del NI a partir de la solucion del suelo se lleva a cabo por familias de
transportadores que se localizan en la membrana plasmatica de las raices de las plantas
(Wang et al., 2011). Existen dos familias de proteinas transportadoras para el NOs": los
NITRATE TRANSPORTER 1/PEPTIDE TRANSPORTER (NRT1/NPF) y la familia de los
NRT2 (Nacry et al., 2013), que pertenecen a los sistemas de toma de baja (low-affinity
transport system, LATS, concentracion de NOs > 250 uM) y alta afinidad (high affinity
transport system, HATS, concentracion de NOs; < 250 uM), respectivamente (Plett et al.,
2018; Liu et al., 2014). Para el NH4*, el transporte es mediado por la superfamilia de
transportadores de amonio (ammonium transporter, AMT) (Kiba y Krapp, 2016; Ludewig et
al., 2007).

Una vez que el NOs es tomado por la planta, éste es reducido a nitrito y luego a NH4* por
accion de las enzimas nitrato (NR) y nitrito reductasas (NiR), respectivamente. ElI NH4*

derivado del NOsz", o tomado directamente del suelo, es asimilado en glutamina y glutamato,
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a través del ciclo de la glutamina sintetasa/glutamato sintasa (ciclo GS/GOGAT) o por la
accion de la enzima glutamato deshidrogenasa (GDH) (Xu et al., 2012).

Tradicionalmente, el NI es considerado como la fuente dominante de N para las plantas; sin
embargo, en la actualidad la importancia del N organico es ampliamente reconocida
(Franklin et al., 2017). Las plantas también pueden tomar y metabolizar un amplio rango de
formas de N orgénico, incluyendo AAs, péptidos y proteinas (Brackin et al., 2015). Estas
formas estan presentes en concentraciones elevadas, principalmente en los suelos con un

alto contenido de materia organica (Gioseffi et al., 2012; Paungfoo-Lonhienne et al., 2010).

En los suelos agricolas, los AAs predominantes son: glicina (Gly), serina (Ser), alanina (Ala),
acido aspartico (Asp), asparagina (Asn), acido glutamico (Glu) y glutamina (GIn) (Jamtgard
et al., 2010), mientras que en praderas la Gly, la lisina (Lys) y la treonina (Thr) son los mas
abundantes (Farrell et al., 2011). Por otro lado, en los bosques, la Ser, el Glu, el Asp y la
leucina (Leu) son los mejor distribuidos (Yu et al., 2013). La vida media de los AAs en los
suelos es de 1.7 a 28.7 h (Lipson et al., 2001; Hadas et al., 1992).

Actualmente se reconoce gue la poza de AAs en el suelo no sélo esta formada por los
estereoisdmeros L, sino una parte de ella esta compuesta por D-AAs. Ellos se originan en
el suelo a partir de diferentes vias (Vranova et al., 2012). Se sabe que las raices de las
plantas pueden absorber estos compuestos (Goérdes et al., 2013; 2011; Forsum et al., 2008)
y se han identificado varias proteinas que participan en este proceso (Kolukisaoglu y
Suarez, 2017; Lehmann et al., 2011; Svennerstam et al., 2007). Ademas, varias enzimas
que participan en su metabolismo han sido aisladas y caracterizadas, a partir de diferentes
especies vegetales (Gogami et al., 2009; Funakoshi et al., 2008; Fujitani et al., 2006; Ono
et al., 2006).

Si bien por muchos afios, los estereoisomeros L de los AAs fueron considerados los Unicos
biol6gicamente activos, nuevos resultados apuntan a que la presencia de los D-AAs en los
organismos no es producto de eventos azarosos, sin un control y significado fisiolégico. El
efecto que estos compuestos tienen sobre diferentes organismos esta siendo materia de
estudio por un grupo de investigadores, particularmente en organismos tales como
bacterias y mamiferos (Aliashkevich et al., 2018; Cava et al., 2011; Michard et al., 2011).
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1.2 Presencia de los D-aminoacidos en la naturaleza

La presencia de los D-AAs en la naturaleza data de los afios 20 cuando se describio por
primera vez la octopina, un derivado de L-Arg y D-Ala producido por los pulpos (Morizawa,
1927) y también encontrado en vieria (Moore y Wilson, 1937). En 1930 se reporto la
presencia en la envoltura celular de Bacillus anthracis de un peptidil poli-D-&cido glutdmico,
formado principalmente por D- acido glutdmico (Ilvanovics et al., 1937). A partir de los afios
50, estos compuestos fueron detectados en los fluidos corporales de insectos y moluscos
(lzumiya et al., 1957; Auclair y Patton, 1950) y mas tarde, se detectaron en tejidos de
mamiferos (Hashimoto et al., 1993; 1992).

Estos compuestos estan presentes en organismos, desde procariotes hasta eucariotes
(plantas, insectos, moluscos, anfibios, anélidos como la lombriz de tierra, mamiferos, etc.),
en varias formas incluyendo libres, conjugados, dentro de proteinas y péptidos, etc. (Gao
et al., 2015; Cavas et al., 2011; Bruckner y Fuijii, 2010; Bruckner y Westhauser, 2003; Fuijii,
2002; Hamase et al., 2002). Ellos son abundantes en los suelos (Vranova et al., 2012),
aguas costeras (Kawasaki y Benner, 2006), alimentos fermentados y bebidas (Kato et al.,
2011; Vranova et al., 2012; Friedman, 2010; Bruckner y Hausch, 1989), en extractos de
intestino de mamiferos, rumen y heces fecales (Bruckner y Schieber, 2001; Schieber et al.,
1999) y en fluidos fisiolégicos de vertebrados superiores (Patzold et al., 2005). Ademas, a
la temperatura de la superficie de la tierra, los AAs racemizan espontdneamente
convirtiéndose de una forma a otra (Bada, 1982), por lo que la aparicion de los D-AAs es
inevitable, particularmente en suelos y sedimentos donde éstos son secuestrados (Steen
et al., 2013; Carstens et al., 2012; Kimber et al., 1994; Bada, 1982).

La biomasa bacteriana es de una fuente que contribuyen en mayor medida a la presencia
de los D-AAs en la naturaleza. Estos metabolitos son fundamentales para la fisiologia de
las bacterias, debido a que forman parte de los peptidoglicanos de su pared celular
(Hancock, 1960), siendo ésta la mayor fuente de los mismos para estos organismos. Los
peptidoglicanos tienen una alta proporcién de D-Glu y D-Ala (van Heijenoort 2001; Nagata

et al., 1999), pero también pueden incorporar a la D-Ser (Reynolds y Courvalin 2005; Arias
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et al., 1999), la D-Lys (Boniface et al., 2006) y el D-Asp (Bellais et al., 2005; Veiga et al.,
2005), entre otros. Los antibiéticos peptidicos sintetizados por las bacterias son otra fuente
importante de D-AAs, siendo la D-Ala, la D-Ser, la D-Leu y el D-Glu los méas abundantes en
estas moléculas (Radkov y Moe, 2014), aunque D-Phe, D-Val y otros, también estan
presentes (Cava et al., 2011).

Ademas, una gran cantidad de bacterias de diferentes phyla son capaces de acumular y
liberar al medio cantidades milimolares de D-AAs libres durante la entrada a la fase
estacionaria (Horcajo et al., 2012; Cava et al., 2011); entre los D-AAs liberados, los mas
conocidos son los D-AAs de cadena ramificada, tales como D-Leu, D-allo-lle y D-Val, asi
como D-Met, D-Arg y D-Tyr (Alvarez et al., 2018; Mutaguchi et al., 2013; Kolodkin-Gal et
al., 2010; Lam et al., 2009). Sin embargo, estos resultados recién comienzan a obtenerse y
sugieren que este mecanismo de acumulacion y liberacién podria ser una fuente importante
de otros D-AAs, diferentes a aquellos incorporados en la estructura de los peptidoglicanos

y los antibiéticos.
1.3 Presencia de los D-aminoéacidos en el suelo

Estos compuestos pueden estar presentes en los suelos a partir de diferentes origenes,
tales como la pared celular de las bacterias, excrementos, antibidticos, insecticidas
sintéticos, biomasa eucaridtica (plantas, hongos y animales), racemizacion bibtica y
abidtica, donde en algunos casos pueden aportar hasta ~ 10 kg ha* (Vranova et al., 2012).
La racemizacion abidtica puede ser lenta e influenciada por factores, como el calor, el pH,
la presencia de aldehidos, las sales, la radiacién y los radicales (Khatib y Agra, 2009),
mientras que la racemizacion biodtica es la catalizada por aminoacido (AA) racemasas
(Friedman, 1999).

En el suelo, los D-AAs pueden estar en forma libre o unidos a coloides o materia organica,
incluyendo proteinas y péptidos (Schulten y Schnitzer, 1997). Bremner (1950) encontré que
entre el 1.4y 1.7% del total de AAs en el suelo consistia de D-enantidmeros. Pollock et al.
(1977) informaron que estos enantiomeros podian alcanzar niveles entre 5y 16% de la
concentracion de los AAs totales del suelo, siendo la D-Ala, el D-Asp y el D-Glu los méas

significativos y, en menor cantidad, la D-Val, la D-lle, la D-Leu, la D-Pro y la D-Phe.
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La tasa de mineralizacion de los D-AAs también esta dada de acuerdo al tipo de suelo (Hill
et al.,, 2011), reportandose la mayor concentracion de estos compuestos en pastizales
(hasta 1520 mg kg™) (Amelung et al., 2006; Brodowski et al., 2004; Wichern et al., 2004;
Amelung y Zhang, 2001). Sin embargo, la tasa de mineralizacion de los D-AAs con respecto
a la de los L-AAs es menor, por lo que se sugiere que solo una fraccion de las bacterias
presentes en el suelo llevan a cabo esta funcion (Landi et al., 2000).

Las propiedades del suelo, particularmente el pH, también pueden afectar la existencia de
los D-AAs. Un pH alto puede promover la racemizacion abi6tica y favorecer el dominio de
las bacterias sobre los hongos (Rousk y Jones, 2010), mientras que el pH bajo permite un
cambio de la comunidad microbiana que favorece la presencia de hongos, los cuales son
una fuente pobre de D-AAs comparada con las bacterias (Walsh, 1999). Ademas, la
racemizacion biética, catalizada por racemasas, es Optima a pH alcalino (Ju et al., 2009;
Johston y Diven, 1969). De igual manera, un alto pH en los suelos esta asociado con la
salinidad o sodicidad, condiciones que incrementan la racemizacion (de Miranda et al.,
2002).

Como se ha descrito, los D-AAs en el suelo pueden originarse a partir de una amplia gama
de fuentes. Las plantas pueden estar expuestas a esta fuente de N, donde su concentracion
y el tipo dependen del suelo, las condiciones ambientales, asi como de la microbiota del

suelo, entre otros factores.
1.4 Presencia de los D-aminoacidos en las plantas

Desde los afios 60’s se reconocio que la N-acilacion de los D-AAs, particularmente la N-
malonilacion del D-Trp, era un proceso comun en plantas monocotiledéneas y
dicotileddneas (Zenk y Scherf, 1964; 1963) y a partir de ello, se han encontrado en plantas
de metabolismo C3, C4 y CAM, asi como en gimnospermas y angiospermas. Los D-AAs
detectados mayormente en las plantas son Ala, Ser, GIn, Asn, Glu, Asp, Pro, Val, Leu, Lys
y conjugados con el 4cido D-a-amino-n-butirico (Bruckner y Westhauser 2003; Soda, 1977;
Ogawa et al., 1976; Ogawa y Sasaoka, 1976). La proporcion de D-AAs en la poza total de
los AAs puede ser de hasta ~ 1.5% en las diferentes partes de la planta (Vranova et al.,
2012).
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La presencia de D-Ala, D-Asp y D-Glu, tanto en forma libre como conjugada, ha sido
reportada en plantulas de chicharo (Ogawa et al., 1977), granos de cebada y flores de lupulo
(Erbe y Brickner, 2000) y hojas de tabaco (Kullman et al., 1999). Dipéptidos de D-Ala y
derivados N-acilados de otros D-AAs también han sido encontrados en numerosas plantas
(Rozan et al., 2001; Kullman et al., 1999; Manabe, 1992; 1984; Pokorny et al., 1970).

Bruckner y Westhauser (2003) reportaron que los D-AAs libres se encontraron en el rango
de 0.2% hasta 8% relativo al L-AA correspondiente, siendo detectados los D-AAs Asp, Asn,
Glu, GIn, Ser y Ala en la mayoria de las plantas analizadas (maple, abeto, cactus, pastos,
maiz y melén); en cambio Pro, Val, Leu y Lys s6lo se detectaron en algunas especies (soya
y alfalfa). De esto se desprende que los D-AAs, en un porcentaje bajo son constituyentes

de las plantas.

En sus inicios, la presencia de los D-AAs en los tejidos vegetales fue explicada por su toma
a partir de la solucion del suelo por las raices de las plantas. Este hecho ha sido demostrado
para plantas como trigo, maiz y arabidosis, tanto en ausencia como en presencia de otras
fuentes de N (Gdrdes et al., 2013; 2011; Hill et al., 2011; Forsum et al., 2008; Aldag y Young,
1970). Sin embargo, estos compuestos también pueden ser adquiridos por las plantas a
partir de una llamada “adquision de nutrientes heterotréfica”, recientemente reportada;
aquellas bacterias en contacto con la superficie de la raiz modifican activamente su pared
celular y pueden ser “tragadas” (Paungfoo-Lonhienne et al., 2010). Igualmente, la sintesis
de novo y un metabolismo activo de estos compuestos en las plantas ha sido demostrado
(Gordes et al., 2013; Funakoshi et al., 2008), lo cual permitié explicar la presencia de los D-

AAs en tejidos vegetales provenientes de plantas cultivadas en condiciones asépticas.
1.5 Metabolismo de los D-aminoacidos en las plantas

Existe marcado desconocimiento en cuanto al metabolismo y funcién de los D-AAs en
plantas, comparado con otros organismos. En la década de los 60’s se report6 que al aplicar
estereoisomeros D y L de Phe, Val, Leu, lle, Tyr, Trp, Ala y Glu a Hordeum vulgare se
formaban derivados de malonil 6 Unicamente con los D (Rosa y Neish, 1968). Robinson
(1976) report6 que algunos D-AAs como Trp, Phe, Met, Leu, Val y Ala sufren malonilacion,

no asi otros como Glu, Asp y Lys. Esta reaccion es catalizada por una N-malonil transferasa,
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la cual transfiere el grupo malonil 6 desde el malonil-acetil CoA al grupo amino de los D-
AAs (Kionka y Amrhein, 1984). Se ha reportado que la malonilacién precede el movimiento
de los D-AAs a la vacuola (Forsum 2016; Pokorny et al., 1970).

Aldag y Young (1970) demostraron la ocurrencia de descarboxilacién al aplicar varios D-
AAs (Val, Leu, Ala, Met y Lys). Al suministrar D-Ala detectaron Val en la raiz e lle en los
brotes de las plantas. Manabe y Ohiro (1981) suministraron D y L-Ala a la hoja bandera de
arroz y encontraron que el estereoisomero L disminuy6 rapidamente, mientras que el D lo
hizo de forma gradual. La D-Ala fue conjugada para formar D-alanil-glicina y posiblemente
D-Ala-D-Ala, sugiriendo ademas que podria ser parcialmente metabolizada a otros
compuestos. Sin embargo, las enzimas responsables de este proceso no han sido

identificadas.

Se encontraron tres clases de cambios en el perfil de AAs enddgenos en respuesta a la
aplicacion exdégena de D-AAs en Arabidopsis: (1) los D-AAs aplicados condujeron a
cambios en el contenido de L-AAs no isoméricos. (2) el incremento de un L-AA después de
la aplicacién de su enantidmero D. (3) la acumulacién de D-Ala y D-Glu (Gordes et al.,

2013). El dltimo comportamiento habia sido previamente reportado (Goérdes et al., 2011).

Dos rutas hacen posible la utilizacion biolégica de los D-AAs: la racemizacion y la
transaminacion. La primera convierte directamente el D- al L-AA, mientras que, en la
segunda, ocurre la desaminacion de a-amino a a-cetoacido (Briickner y Fujii, 2010). Las
enzimas que participan en el metabolismo de los D-AAs caracterizadas en plantas se

presentan en el Cuadro 1.1.

Sin embargo, en el estudio de Gérdes et al. (2013), ain no se han reportado racemasas
especificos para D-Phe, D-Trp, D-Met, D-His, D-Leu, D-lle, y D-Thr en plantas (Cuadro 1.1).
Se sugiere la participacion primaria de una D-AA aminotransferasa y posteriormente, la
racemizacion putativa, resultado de L-AAs aminotransferasa. La caracterizacion de una D-
AA D-Asp aminotransferasa de Arabidopsis (Funakoshi et al., 2008), asi como su presencia
en Pisum sativum (Ogawa y Fukuda, 1973) y Oryza sativa (Manabe 1984) ha sido descrita
(Cuadro 1.1). El descubrimiento de este gen en Arabidopsis brind6 una posible explicacion

para la conversion del D-Asp, suplementado exdgenamente, a D-Ala y D-Glu. Esta enzima
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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).

CUADRO 1.1. Enzimas caracterizadas en plantas que participan en el metabolismo de los D-AA

Tipo de actividad Organismo Caracteristicas Cita
Racemasas
Ala racemasa Alalfa Tiene especificidad por ambos isomeros de Ala. Se inhibe por Ono et al ., 2006
hidroxilamina y fenilhidracina. Requiere de PLP como coenzima
Ser racemasa Arabidopsis  Clonacion del ADNc y caracterizacion del producto génico. La Fujitani et al ., 2006
proteina es una enzima bifuncional dependiente de PLP, cataliza la
racemizacion de Sery su deshidratacion a piruvato
Ser racemasa Cebada Cataliza la racemizacion y deshidratacion de Ser a piruvato. Es Fujitani et al ., 2007
dependiete de PLP pero no de ATP
Ser racemasa Amoz Altamente especifica para Ser. EIATP incrementa su actividad de Gogami et af ., 2009
deshidratasa
DHle racemasa Arabidopsis Esrequenda para la biosintesis de N-malonil-D-allole y es Strauch ef al ., 1986
independientes de PLP
D-Trp racemasa Tabaco Cataliza la racemizacion de D-Trp a L-Trp en cultivo celulares de Miura y Mills, 1971
tabaco
D-Trp racemasa Trigo Catalizacion la racemizacionde L-Trp a D-Trp en coleoptilos Rekoslovsvaya et af ., 1999
etiolados
Aminotransferasas
D-Asp aminotrasferasa Arabidopsis  Cataliza la transaminacion entre D-AAs. Es dependiente de PLP y  Funakoshi ef af ., 2008
su accidn es inhibida por hidroxylamina y acido amino-oxlacético
D-Ala aminotrasferasa  Chicharo Actividad aminotransferasa especifica para D-AAs. Incrementa su  Ogawa y Fulkuda, 1973
actividad con D-Asp+o-cetoglutarato y D-Glu + piruvato
D-aminotrasferasa Amoz Cataliza la transaminacion de D-Ala a D-Asp y D-Glu Manabe 1984
D-AA oxidasa
DAAO Maiz Cataliza la oxidacion de D-Ala y D-Asp Gholizadeh y Kohnehrouz, 2008
DAAO Amoz Identificacion de secuencias putativas en el genoma Gholizadeh y Kohnehrouz, 2008
DAAO Arabidopsis  ldentificacion de secuencias putativas en el genoma Gholizadeh y Kohnehrouz, 2008

PLP: Fosfato de piridoxal

En cuanto a las racemasas, la Ser racemasa aislada y caracterizada en A. thaliana mostré

una identidad de un 46%, 45%, 39% y 30% con las serin racemasas aisladas de humano,

raton, S. cerevisiae y E. coli, respectivamente. En cambio, las aisladas de raiz de cebada y

arroz presentaron una identidad de un 68%, 46%, 45% y 28% con las serin racemasas de

Arabidosis, humano, ratén y E. coli, respectivamente (Gogami et al., 2009; Fujitani et al.,

2007).

En la degradacién de los D-AAs participa la enzima DAAO, una flavoenzima que cataliza

10
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esteroespecificamente la desaminacion oxidativa del D-AA a su correspondiente cetoacido,
amonio y peréxido de hidrégeno (Tishkov y Khoronenkova, 2005). Una DAAO fue
encontrada en maiz y otras putativas, basadas por similitud de secuencia, se han detectado
en arroz y Arabidopsis (Gholizadeh y Kohnehrouz, 2008). Al administrar D-Val en maiz se
detectd su conversion a CO; y al correspondiente cetoacido, lo cual es indicativo de la
actividad de una DAAO (Aldag y Young, 1970).

Por otro lado, se ha propuesto a la rizodeposicion como una posibilidad para reducir el
contenido enddgeno de D-Ala y D-Glu (Kolukisaoglu y Suarez, 2017). Al aplicar 1 mM de
D-Ala y D-Glu a plantas de Arabidopsis, sus contenidos enddégenos disminuyeron a las 24
h, mientras que los de sus respectivos L enantiomeros aumentaron, mediante la actividad
de racemasas. Ambos D-AAs también fueron secretados al medio, al parecer de una forma
pasiva, asi como los D-AAs Asp, Leu, Lys, Phe y Pro fueron exudados. Aunque la exudacion
de los D-AAs ocurre, parece no contribuir crucialmente a la reduccién de los mismos en las

plantas (Herner et al., 2018).

Se sugiere que la aparicion de los D-AAs en los tejidos vegetales es un proceso controlado
y que puede tener un significado fisiolégico. Funakoshi et al. (2008) reportaron un
incremento transiente de D-Asp durante la germinacién y el crecimiento de Arabidopsis,
obteniéndose una relacion D-Asp/L-Asp de 0.43%. La acumulacién de N-malonil-D-Trp
durante los primeros dias de la germinacion también ha sido observada en tomates y
plantas de trigo (Gamburg y Rekoslavskaya, 1991), mientras que la acumulacion de D-Ala
y sus derivados durante el inicio de la germinacién ha sido reportado en plantulas de
chicharo (Fukuda et al., 1973). Se detectaron altas cantidades de D-Ser, alcanzando hasta
el 10% en relacion al estereoisémero L durante la germinacion de arroz (Gogami et al.,
2009). El D-Trp y la D-Ala también se han acumulado en ciertas fases de la ontogenia,
localizados en 6rganos especificos (Rekoslavskaya et al. 1988; Ogawa y Fukuda, 1973).
Recientemente, Strauch et al. (2015) reportaron la acumulacion de N-malonyl-D-allo-lle en

hoja, la cual fue diferencial entre 440 accesiones naturales de Arabidopsis.

A pesar de estos cambios precisos en la concentracién de determinados D-AAs en los
tejidos vegetales que hacen sugerir una participacion importante en estos procesos, la

funcion de los mismos se desconoce en la gran mayoria de las especies vegetales. Los
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principales avances obtenidos en este campo, se describen a continuacion.
1.6 Funcién de los D-aminoacidos en las plantas

Las plantas presentan multiples comportamientos en respuesta a los D-AAs y se sugiere
que éstos dependen de la especie vegetal, la microbiota que estd asociada a ella y la
diversidad de D-AAs producidos por las actividades racemasas y/o otras enzimas
involucradas en su metabolismo. Recientemente, se ha hipotetizado que aquellos D-AAs
producidos por racemasas de bacterias patogénicas disminuyen el crecimiento de ciertas
especies de plantas, mientras que las racemasas expresadas por la flora simbiética vegetal
favorecen el desarrollo de las plantas (Hernandez y Cava, 2016). Aunque esta hipétesis no
se ha comprobado, concuerda con los efectos reportados para los D-AAs sobre el

crecimiento vegetal.
1.6.1 Efectos téxicos de los D-aminoéacidos

Una fuerte inhibiciébn del crecimiento con D-AAs ha sido reportada desde hace varias
décadas para diferentes especies (Manabe y Ohira, 1981; Aldag y Young, 1970; Valle y
Virtanen, 1965), lo cual llevé a sugerir que estos compuestos no pueden ser utilizados por

las plantas y que pueden interferir en el metabolismo vegetal.

La D-Ser y la D-Ala han sido considerada como los D-AAs més téxicos. La toxicidad de la
D-Ser ha sido probada para especies como lenteja (Bollard, 1966), girasol (Aldag y Young,
1970), algodén (Valdovinus y Muir, 1965), Arabidopsis (Forsum et al., 2008), tomate y
tabaco (Erikson et al., 2005), entre otras. Sin embargo, la respuesta a la D-Ser varia entre
especies; mientras en cultivos tales como tomate, alamo, tabaco y Arabidopsis se requieren
3 mM de D-Ser para inhibir completamente el crecimiento de la planta, mientras que en
maiz y cebada esto no ocurrié hasta los 30 mM (Erikson et al., 2005).

Los mecanismos de toxicidad para la D-Ser y otros D-AAs son desconocidos. Dentro de las
posibles causas, se propone a la D-aminoacilacion del ARNt y posiblemente, la inhibicion
en la sintesis de L-Ser (Erikson et al. 2005; 2004). Ademas, se ha demostrado que este D-
AA inhibi6 las enzimas serina: glioxalato aminotransferase (85%) y la alanina: glioxalato

aminotransferase (35%) en hojas de espinaca (Rehfeld y Tolbert, 1972).
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Sin embargo, también se han sefialado defectos en la toma y/o metabolismo de estos
compuestos como posibles causas de tal inhibicién. Forsum et al. (2008) reportaron que de
todos los D-AAs, la D-Ala y la D-Ser fueron absorbidos a tasas mas altas por las raices de
Arabidopsis y éstos fueron los mas eficientes para inhibir el crecimiento; mientras que la D-
Val y D-lle se absorbieron a menor tasa, siendo los menos téxicos para esta especie. Sin
embargo, Gordes et al. (2011) reportaron que la concentracion endégena fue similar para
todos los D-AAs, después de ser aplicados exdégenamente en Arabidopsis. Por lo tanto,
esto sugiere que un defecto en el metabolismo, mas que en la toma, podria ser la causa de
la toxicidad, lo cual se demostr6 cuando lineas transgénicas de Arabidopsis que
sobreexpresan una D-Ser amonio liasa de E. coli y una DAAO de Rhodotorula gracilis,
(ambas enzimas catalizando la desaminacién del D-AA en amonio y cetoacido) fueron
capaces de crecer satisfactoriamente en presencia de D-Ser (Forsum, 2016). De hecho,
cuando estas lineas transgénicas crecieron en presencia de nitrato, ademas de la D-Ser, el

crecimiento de las plantas fue mayor al obtenido con nitrato y amonio (Forsum, 2016).

Unicamente D-Ala, D-Arg, D-His, D-Ser, D-Trp y D-Tyr inhibieron el crecimiento de
Arabidopsis a concentraciones submilimolares, con la D-Tyr mostrando la mayor inhibicién
a una dosis de aproximadamente 70-80 uM. La D-lle no inhibio, incluso hasta cuando se
aplicé a 10 mM (Gordes et al., 2011).

1.6.2 Efectos estimulatorios de los D-aminoacidos

No todos los D-AAs inhiben el crecimiento de las plantas, aunque existen muy pocos
trabajos que demuestran su efecto positivo sobre estos organismos. Ciertos D-AAs como
D-lle a5 mM y D-Val a 1 mM, aumentaron el crecimiento en Arabidopsis (Erikson et al.,
2004), mientras que 2 mM D-Lys, pero no L-Lys, fue eficiente al promover el crecimiento de

la planta completa de Arabidopsis y tabaco (Chen et al., 2010).

El D-Trp presente en el suelo puede ser convertido a acido indol-3-acético (IAA) por los
microorganismos y de esta manera, influir significativamente en el crecimiento y desarrollo
vegetal (Martens y Frankenberg, 1993, McQueen-Mason et al. 1989; Law, 1987). Kuraishi
y Sakurai (1988) observaron que, para algunas especies vegetales, el D-Trp puede ser un

precursor mas efectivo que el estereoisémero L para la sintesis de IAA.
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Los D-AAs conjugados con el 2,4- acido diclorofenoxiacético estimularon la elongacion de
los coledptilos en Avena sativa L. var. Mariner y el crecimiento de tejidos de soya, como
ocurre con los conjugados con L-AAs (Davidonis et al., 1982). En las semillas de Xanthium
pennsylvanicum, los D-AAs Leu, Thr, Met, Val y Phe incrementaron la produccion de etileno,
rompiendo la dormancia y potenciando su germinacion. Los L-AAs no fueron capaces de
provocar este efecto. En particular, D-Met y D-Phe también lo hicieron en otras especies,
como calabaza, girasol y frijol mungo (Satoh y Esashi, 1980). Dado que la L-Met no provoco
este efecto y que otros D-AAs con estructura diferente pueden producirlo, se sugiere que
éste es un efecto indirecto, quizas a través de receptores estereoespecificos para AAs en

la membrana.

El mayor acercamiento a las funciones fisiol6gicas de estos compuestos en las plantas se
ha reportado, por un lado, con el descubrimiento de que plantas de trigo fueron capaces de
tomar D-Ala aproximadamente cinco veces mas rapido que el nitrato, cuando el N fue
suministrado en forma mezclada (Hill et al., 2011). Por otro lado, el que la D-Ser podria
regular el crecimiento del tubo polinico en tabaco y Arabidopsis al actuar como agonista de
los receptores de glutamato (GLR), siendo éste el ligando mas activo de los receptores
GLR1.2 y GLR3.7, ha demostrado la necesidad de un D-AA en el ciclo de vida de las plantas
(Michard et al., 2011).

Otra probable funcién de los D-AAs en estos organismos es actuar como una molécula
sefial de condiciones de estrés. Las plantulas de lenteja de agua acumularon D-Ala cuando
se expusieron a luz UV (Monselise et al., 2015), asi como la D-Cys parece participar en la
sefalizacion y adaptacion al estrés hidrico. Aunque no se conoce su mecanismo, se sugiere
gue el incremento de la actividad de la D-Cys desulfidrasa y el incremento del H.S pudieran

estar participando en este proceso (Jin et al., 2011).

Ademas, los D-AAs probablemente participen en la prevencién de enfermedades. La
aplicacion foliar de D-Leu en los citricos previno el crecimiento de la bacteria Xanthomonas
citri subsp. citri, la cual ocasiona la enfermedad conocida como el chancro en este cultivo
(Figura 1.1, Liy Wang 2013).

Una gran cantidad de funciones de los D-AA aln son desconocidas y otras necesitan ser
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caracterizadas a detalle. Tal es el caso del papel de la D-Ala en los cloroplastos de las
plantas superiores, donde se ha localizado este compuesto, pero se desconoce su funcion
(Kolukisaoglu y Suarez, 2017). Al igual que con la mutante de Arabidopsis hipersensible a
etanol AtGEK1 (etanol-hypersensitive mutant), consecuencia de una mutacion en la D-
aminoacil-ARNt deacilasa, donde no se sabe aun cémo la pérdida de AtGEK1l y la
incapacidad para reparar la carga accidental del ARNt con D-AA causa hipersensibilidad al
etanol en las plantas (Fujishige et al., 2004).

Un resumen de los D-AAs que modulan el desarrollo vegetal reportados hasta la fecha, se
presentan en la Figura 1.1. A pesar de su toxicidad demostrada y ejemplificada
anteriormente, los resultados actuales comienzan a mostrar la importancia de los D-AAs en
la naturaleza. Estos datos demuestran la necesidad de considerar el estudio de la funcion

de estas moléculas como un punto clave en la regulacion del desarrollo vegetal.
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Figura 1.1 Los D-AAs como moduladores del crecimiento y salud de las plantas (modificado de
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Aliashkevich et al., 2018).

1.7 Los D-amino&cidos actian como un lenguaje quimico para mediar la

comunicacién entre especies

Existen varios ejemplos de una regulacion mediada por los D-AAs entre especies de
bacterias y de la microbiota endodfita de mamiferos. La producciéon de D-AAs en
determinadas fases de crecimiento de las bacterias, proporciona una sefal para que
remodelen el peptidoglicano de la pared, tanto de la propia bacteria como de otras especies
que no lo produce (Cava et al., 2011; Lam et al., 2009). Esto es muy importante,
especialmente en las comunidades microbianas que habitan en la biopelicula (comunidad
microbiana sésil que se adhiere a una superficie sélida y esta rodeada por una matriz
extracelular producida por bacterias), en donde las bacterias se protegen eficazmente de
amenazas ambientales dafiinas y pueden desarrollarse células persistentes tras el ataque
con antibidticos. Cuando hay una escasez de nutrientes, la liberacién extracelular de los
D-AAs puede sefializar a la poblacién bacteriana completa para que regulen la cantidad y

la composicion del peptidoglicano (Cava et al., 2011).

La alta cantidad de D-Arg producida y secretada al medio por Vibrio cholerae en la fase
estacionaria inhibié un amplio rango de bacterias filogenéticamente diversas, mientras que
otros D-AAs, como la D-Ala, la D-Met, la D-Ser, la D-His, la D-GIn y la D-Phe no lo pudieron
hacer (Alvarez et al., 2018). El efecto téxico de la D-Arg en organismos sensibles a ella,
como Agrobacterium tumefaciens, fue suprimido en mutantes del sistema de chaperona
DnaJ y en la maquinaria de toma de fosfato (Alvarez et al., 2018), siendo desconocidas las
causas de este comportamiento. En este estudio, se propone a la D-Arg como un “bien
publico” compartido en comunidades de Vibrio, donde unos se especialicen en la
produccion de D-AAs y los otros, los no productores, son los “tramposos” que se benefician
de la produccion de los D-AAs para controlar las comunidades bacteriales sensibles
(Alvarez et al., 2018).

La microbiota del intestino en los mamiferos esta compuesta por una numerosa diversidad
de especies bacterianas que liberan D-AAs en el huésped (Sasabe et al., 2016). Por otro
lado, las células epiteliales del intestino producen una D-AAO que puede regular los niveles

enddgenos de los D-AAs, convirtiéndolos a a-cetoacidos y H.O-. A su vez, el H.O- tiene un
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efecto toxico sobre algunas poblaciones bacterianas (Nathan y Cunningham-Bussel, 2013),
por lo que la interaccion entre los D-AAs microbiol6gicos y la DAAO intestinal puede regular
la composicién de la microbiota del intestino. La D-Ala, el D-Asp, el D-Glu y la D-Pro han
sido implicados en este efecto, el cual no se produce en ratones libres de gérmenes (Nathan
y Cunningham-Bussel, 2013).

Por otro lado, esta microbiota del intestino puede ser un regulador importante del
metabolismo de los D-AAs, modulando su concentracion en la sangre y el cerebro del
hospedero (Kawase et al., 2017). De esta manera, la microbiota del intestino podria regular
el funcionamiento del cerebro en mamiferos, al regular los niveles de D-Ser que llegan a
este 6rgano (Kawase et al., 2017; Hatanaka et al., 2002). Esto sugiere la existencia de una

ruta bidireccional de comunicacién entre los microorganismos del intestino y el cerebro.

También, se ha demostrado la interaccion entre la produccion de D-Trp por las bacterias
probidticas y las enfermedades alérgicas por via aérea (Kepert et al., 2017). Igualmente,
los D-AAs lle, Phe y Leu producidos por especies de Staphyloccus activaron los receptores
de sabor dulce en el tracto respiratorio superior y digestivo, inhibiendo los mecanismos de
sefalizaciéon de los receptores de sabor amargo y la secrecion de defensina en las células
sinonasales. Esta respuesta provoca la supresién de la respuesta inmune innata,
disminuyendo la muerte de la bacteria invasora (Lee et al., 2017). Igualmente, la flora
respiratoria normal también secreta D-AAs, que son usados para prevenir el crecimiento de
bacterias compitiendo en el aire con ella, como Pseudomonas aeruginosa (Lee et al. 2017;

Rasmuseen et al., 2000).

A pesar de la riqueza de especies que habitan en la rizésfera, el papel de los D-AAs sobre
ella es desconocido. Se ha sugerido que los exudados de D-AAs de la raiz pudieran
participar en la atraccion de determinados microorganismos, influenciar en la produccion de
antibacterianos o antimicéticos volatiles, o bien, pudieran servir como una fuente de C/N
para las bacterias (Hener et al., 2018). Asi, las raices de las plantas se podrian defender
de microorganismos patdgenos o atraera los benéficos (Hener et al., 2018). En cuanto a la
interaccion planta-planta, un posible papel podria ser en el reconocimiento de sus vecinas.
Por ejemplo, anteriormente se ha reportado que AAs no proteicos, como la meta-tirosina

producida por las plantas, puede actuar como herbicida e inhibir el crecimiento y el
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asentamiento de otras especies (Bertin et al., 2007).

En general, el efecto de fuentes organicas de N sobre el desarrollo radical es poco
estudiado; en particular, el efecto de los D-AAs sobre el desarrollo de este 6rgano es
practicamente desconocido.

1.8 Generalidades del sistema radical y su regulacion

Las plantas, al ser organismos sésiles, adaptan su morfologia y el crecimiento de sus
organos a las condiciones ambientales. En particular, la raiz puede variar su crecimiento de
acuerdo al tipo de suelo y los nutrientes que éste contenga (Jink et al., 2017; Dathe et al.,
2016).

Dos componentes importantes del sistema radical de la planta son la raiz primaria (RP) y
las raices laterales (RLs). La RP de Arabidopsis se inicia durante la embriogénesis a través
de la especificacién de una sola célula suspensora extraembrionaria, que genera el centro
guiescente (CQ). El CQ esta conformado por un pequefio grupo de células que raramente
se dividen, pero son cruciales para el mantenimiento de la identidad de las células
meristematicas. Después de varias rondas de divisiones y expansiones celulares
asimétricas, se origina el meristemo apical de la RP (Tian et al., 2014; De Smet et al., 2010).
El meristemo apical de la RP esta formado por un conjunto de células que se dividen y dan
origen a todos los tejidos de la raiz. El crecimiento continuo de la RP es el resultado de la
division celular, la elongacion y la diferenciacion en el meristemo de la RP (Jiang y Feldman
2005).

Por otro lado, la formacién de RLs tiene una funcién crucial en el desarrollo y la construccion
de los sistemas radicales ramificados, constituye la mayor masa de la raiz y lleva a cabo
funciones claves en la exploracion de los suelos, la toma y transporte de nutrientes y agua.
Estas estructuras se forman a partir de las células del periciclo y, dependiendo de la
especie, ocurren adyacente al polo del floema (maiz) o al polo del protoxilema (Arabidopsis)
(Chen et al., 2018; Hochholdinger y Zimmermann, 2008). Las células del periciclo
especificadas se denominan células fundadoras y a partir de ellas se originan los primordios
de raices laterales (PRL), que después de una serie de divisiones anticlinales y periclinales

originan a las RLs. Las RLs cuentan con un nuevo meristemo y son capaces de alargarse
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(Peret et al., 2009; De Smet et al., 2006; Malamy y Benfey 1997; Dolan et al., 1993).

La formacion de las RLs se divide en cinco etapas: 1) la especificacién de las células
fundadoras de las RLs, 2) la iniciacién de las RLs, donde se lleva acabo una migracion
nuclear de dos células fundadoras a una pared celular comin y sufren una serie de
divisiones anticlinales, 3) morfogénesis de las RLs, en la cual las células fundadoras se
dividen periclinalmente para formar el PRL, 4) la emergencia de la RL y 5) la activacion del
meristemo de las RLs (Figura 1.2) (Banda et al., 2019; Jung y McCouch, 2013).
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Figura 1.2. Eventos de formacion de la RL. 1) Las células del periciclo son “marcadas” para la
iniciacion de la RL, 2) la iniciaciéon de la RL (divisiones anticlinales que producen células mas largas
y cortas), 3) El desarrollo del PRL mediante divisiones periclinales, 4) la emergencia de la PRL y 5)
activacion del RAM de la RL (modificado de Banda et al., 2019).

La configuracion espacial del sistema radical (nimero y longitud de 6rganos laterales),
también llamada arquitectura de raiz y varia ampliamente dependiendo de la especie de
planta, la composicion del suelo y particularmente, de la disponibilidad de agua y

nutrimentos minerales (Bao et a., 2014; Smith y De Smet, 2012).

Las auxinas son un estimulador clave en muchas especies para la formacién de las RLs
(Du y Scheres, 2018). Estudios recientes en Arabidopsis thaliana y otras especies también
han demostrado que las proteinas transportadoras de auxinas son necesarias en este
proceso (Xuan et al., 2016; Fukaki et al., 2007). El papel de las auxinas en el marcado de
las células fundadoras ya esta establecido, pero el mecanismo de regulacion dependiente
de auxina y de la periodicidad de la iniciacién del PRL todavia no esta elucidado (Du y
Scheres, 2018; van Norman et al., 2013; Dubrovsky et al., 2011).

Un punto de control en el proceso de formacion de RLs consiste en el marcado de las
células fundadoras de las RLs y su subsecuente division, formando un estadio temprano
del primordio. En Arabidopsis esto ocurre en la zona de diferenciacion (Marhavy et al; 2016);
estas especificaciones han sido asociadas con un incremento de la respuesta a auxina en
un pequefio grupo de células del periciclo adyacente al protoxilema (Goh et al., 2012;
Benkova et al., 2003). Otro punto de control regula la morfogénesis de la RLs. Las auxinas
actian como un disparador morfogénico de la iniciacion y organogénesis de la RLs (Du y
Scheres, 2018; Dubrovsky et al., 2008).

Muchos estudios fisiol6gicos y genéticos han demostrado el papel de las auxinas en la
iniciacion de RLs, particularmente en la iniciacion y desarrollo del primordio (Du y Scheres,
2018; Fukaki et al., 2007). Estudios mediante inhibidores del transporte de auxina han
demostrado que el transporte polar de auxina es una sefial importante durante la iniciacion
de la RL (Duy Scheres, 2018; Casimiro et al; 2010).

El modelo de la via de sefializacion de auxinas para la iniciacion de RLs y desarrollo del
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PRL se ha construido en Arabidopsis, donde se ha demostrado que, una vez que la auxina
se acumula en la célula del periciclo, desencadena una via de transduccién de sefiales que
promueve la degradacion de las proteinas Aux/IAAs (IAA14/SLR) a través del complejo
SCFTRVAFBs y o] proteosoma 268, resultando asi en la liberacion y activacion de los factores
de transcripcion ARF7/ARF19, entre otros. Estos factores de transcripcion activan la
transcripcién de genes blanco requeridos para la iniciacién de las RLs (LBD16/ASL18,
LBD29/ASL16). LBD16/ASL18 y LBD29/ASL16 son proteinas nucleares que estan
involucradas en la regulacion transcripcional de la iniciacion de las RLs. Esta via resulta en
la division anticlinal de las células en el periciclo del protoxilema para la iniciacién de las
RLs (Figura 1.3) (Fukaki y Tasaka, 2009).
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Figura 1.3. Modelo de iniciacién de raices laterales mediada por auxinas (modificado de Fukaki y
Tasaka, 2009).

LBD16/ASL18 y LBD29/ASL16 son miembros de la familia LBD (Lateral Organ Boundaries-
Domain/ Asymmetric Leaves2-LIKE) (Goh et al., 2012; Shuai et al., 2002) y son inducidos
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por auxinas en las raices, sélo si ARF7 y ARF19 estan presentes (De Rybel et al; 2010). Se
ha demostrado que la sobrexpresion de LBD16-SRDX (LBD16 con un dominio de represor
transcripcional) induce una fuerte supresion de la formacién de RLs, y se sugiere que el
LBD16 endogeno regula positivamente la iniciacion de las RLs. Los mutantes con pérdida
de la funcion de LBD16 presentan una disminucion en el numero de RLs, sugiriendo un
papel redundante para los miembros homoélogos de la familia LBD/ASL a LBD16 (Goh et
al., 2012).

Durante la formacion de las RLs, ocurre una interaccion entre hormonas. La iniciacion de
las RL es regulada positivamente por auxinas, pero negativamente por citocininas y altas
concentraciones de etileno. Las citocininas inhiben la acumulacién de auxina por una
alteracion de la expresion de los PINs, proteinas que participan en el transporte de auxinas.
De este modo, se inhibe el gradiente de auxinas para la iniciacién de las RLs (Jing y trader,
2019). Altas concentraciones de etileno aumentan el transporte acropetal y basipetal de
auxinas, inhibiendo la iniciacién de las RLs (Liu et al., 2017; Negi et al., 2008). Cuando las
concentraciones de etileno son bajas se promueve la iniciacion de las RLs a través de un
incremento de la sintesis de auxina dependiente de Trp. En este proceso participan las
proteinas WEAK ETHYLENE INSENSITIVES (WEI2 y WEI7) (Fukaki y Tasaka et al., 2009).
El etileno estimula la biosintesis de auxina y el transporte basipetal de auxina hacia la zona
de elongacién, donde activa una respuesta local que conduce a la inhibicién de la

elongacion celular (Korobova et al., 2019; Liu et al., 2017).

Ademas de los factores hormonales, las plantas al ser organismos sésiles dependen
completamente de los nutrientes que estan disponibles en sus alrededores. La
disponibilidad y distribucion de nutrientes esta en un flujo constante, y para que las plantas
pueden alcanzar un Optimo crecimiento deben ser capaces de percibir estos cambios en

los recursos y responder apropiadamente a los mismos.
1.9 Influencia de los nutrientes en el desarrollo de la arquitectura radical

La arquitectura del sistema radical esté regulada genéticamente y es muy plastica, es decir,
puede variar en respuesta a diversos factores ambientales. Esta plasticidad ha sido

considerada como una capacidad esencial de las plantas que facilita su adaptacion a los
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factores fisicos, quimicos y biol6gicos de su medio ambiente. El desarrollo del sistema
radical es un importante rasgo agronémico. La correcta arquitectura radical en los suelos le
permite a la planta sobrevivir a periodos de falta de agua y nutrientes y competir
eficientemente por los recursos (Bhabhor et al., 2018; Malamy, 2005).

Los nutrientes en el suelo, tales como el NOg, el fosfato (PO4) y el hierro, actan como
sefiales que pueden ser percibidas por las plantas, las cuales activan mecanismos
moleculares que modifican los procesos de division y diferenciacion celular dentro de la
raiz, y tienen un gran impacto en la arquitectura del sistema radical. Importantes procesos
de desarrollo, tales como la formacién de PRs, el crecimiento de la RP y la formacién de
las RLs son particularmente sensibles a cambios en la concentracion interna y externa de
nutrientes (Gruber et al., 2013).

Dentro de estos cambios, uno de los mas estudiados es la modulaciéon de la velocidad de
crecimiento de la raiz en respuesta a NO3 y PO4 (Gruber et al., 2013; Lépez-Bucio et al.,
2003). Drew (1975) reportd un incremento del nimero de RLs en respuesta a POs y NO3
en cebada, mientras que Linkohr et al. (2002) demostraron que un parche rico en nutrientes
inducia un incremento localizado en la iniciacién y la elongacion de las RLs en la misma
planta. Esta respuesta fue estudiada después en Arabidopsis, donde se demostré que
habia un incremento en la elongacion de las RLs en las regiones de la RP expuesta a alta
concentracion de NOs (Zhang y Forde, 1998). Estas modificaciones en la arquitectura
radical no s6lo estan relacionadas con la estimulacion de la elongacion de las RLs dentro
de compartimento que contienen NOs, sino también con la represion del crecimiento de
estas raices fuera de los parches de NOjs (Giehl et al., 2014). En el caso del NO3s también
se han realizado estudios en chicharo (Wiersum, 1958), trigo (Hackett, 1972), maiz
(Granato y Raper, 1989) y chile habanero (Celis-Aramburo et al., 2011), donde se aplico de

manera localizada, resultando en la estimulacion de la longitud y el nimero de las RLs.

Por otro lado, el NH4*, aplicado en concentraciones milimolares, resulta toxico para las
plantas. Este nutriente causa inhibicion en el crecimiento de las raices y brotes, clorosis en
las hojas, desequilibrio i6nico, desbalance en el pH de la membrana plasmatica o estrés
oxidativo (Esteban et al., 2016). En plantulas de de cebada (Drew, 1975) y Cedrus atlantica

(Boukcim et al., 2006), el NH4* inhibe el crecimiento de la RP a través de una represion de
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la proliferacion celular en el meristemo apical y, ademas, reduce el tamafio de las células
(Liu et al., 2013). Sin embargo, la aplicacion localizada de este compuesto estimula la
formacion de las RLs en Arabidopsis (Liu y Wiren, 2017; Araya et al., 2016), a través de un
incremento de la iniciacién de los PRLs. No obstante, la elongacion y la emergencia de las
RLs es inhibida (Lima et al., 2010).

El fosforo (Pi) es otro macronutriente que limita el crecimiento de los cultivos debido a su
alta afinidad para unirse a metales en suelos acidos y alcalinos (Raghothama, 1999). En
Arabidopsis, altas concentraciones del mismo promueven el crecimiento de la RP e inhiben
el de las RLs (Satbhai et al., 2015), mientras que bajas concentraciones alteran la tasa de
crecimiento de la RP e incrementa la formacién y emergencia de las RLs, incrementando

igualmente la densidad y la longitud de los PRs (Lopez Bucio et al., 2002).

El azufre es un macronutriente esencial para la sintesis de los AAs metionina y cisteina y
otros compuestos involucrados en el metabolismo celular. Las plantas adquieren este
compuesto del suelo en forma de sulfato; cuando hay una baja disponibilidad de éste, se
activa el gen que codifica para la enzima nitralasa 3 (NIT3). Esta enzima convierte al acido
indol-3-acetonitrilo (IAN) a auxina, provocando asi un aumento en el nimero de RLs (Kutuz
et al., 2002) y en la longitud de la RP (Gruber et al., 2013).

Por otro lado, la baja disponibilidad de K* provoca una reduccién en la longitud de la RP y
la elongacion de RLs (Kellermeier et al., 2013), mientras que, con la limitacién de hierro,
incrementa la formacion y elongacion de los PRs, pero altera la formacion de las RLs (Giehl
etal., 2012).

En general, la disponibilidad de los nutrientes modula el crecimiento radical y su arquitectura
en las plantas, lo cual es dependiente del tipo de planta y nutriente en cuestion (Figura 1.4).
Los mecanismos por los cuales los nutrientes provocan estos cambios aln estan siendo
investigados (Giehl et al., 2014).
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Figura 1.4. Cambios en los pardmetros de crecimiento radical en repuesta a la disponibilidad
(homogénea o heterogénea) de los nutrientes. La disponibilidad local de algunos nutrientes puede
afectar la elongacion o ramificaciéon de las raices en parches enriquecidos. Los parches oscuros
observados al lado derecho de la figura indican el incremento de un nutriente en particular
(modificado de Giehl et al., 2014).

La descripcion del papel del NH4* o los AAs como moléculas sefial todavia es muy pobre,
a diferencia de lo que se sabe para NOs. La primera evidencia que el NH4* o derivados
metabdlicos podrian servir como una sefial para las plantas fue la de la regulacion de los
transportadores de NH4* (Walch-Liu et al., 2006). También, se ha observado que los
productos de asimilacion del N (GIn y Glu) podrian actuar como moléculas sefial cuando
sus niveles son percibidos como un indicador de un estatus alto de N interno. El L-Glu
también puede ser una molécula sefial que regula el crecimiento radical en Arabidopsis
(Walch-Liu y Forde, 2008).

La Gly y el L-Glu provocaron efectos tanto positivos como negativos en el crecimiento de la
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RP de Senecio vulgaris (Skinner y Street, 1953). En Avena sativa, L-Val, L-Ser, L-Tyr, L-lle,
L-Leu y L-Thr reducen el crecimiento longitudinal de las raices (Leblanc et al., 2008).

El L-Glu es una molécula sefial en los mamiferos, y en 1998 se descubrié que Arabidopsis
poseia una familia de genes tipo GLR (receptores de glutamato) que estaban relacionados
con los GLR del tipo ionotrépico (iGIuRs) de mamiferos (Lam et al., 1998). También, se ha
reportado que la aplicacion externa del L-Glu en las plantas provoca cambios en la
arquitectura radical que han sido atribuidos a un efecto de sefial (Walch-Liu y Forde, 2008),
donde el apice radical puede percibir al L-Glu por medio de receptores (Walch-Liu et al.,
2006). El L-Glu, a pesar de inhibir el crecimiento de la RP de Arabidopsis, causa un aumento
en la formacion de RLs (Walch-Liu et al., 2006).

1.10 Receptores de glutamato y su funcioén en plantas

La membrana contiene una variedad de receptores involucrados en la percepcién de
nutrientes, iones y metabolitos (Davenporte, 2002). Los GLR fueron descubiertos en
animales y en estos organismos se dividen en dos grupos: los metabotropicos (MGLUR) y
los ionotropicos (iIGLUR). Los mGLUR comprenden proteinas integrales de membrana que
estan acoplados a proteinas G. Este grupo de GLR no forman canales i6nicos y ellos
proporcionan un mecanismo por el cual el L-Glu puede modular la excitabilidad celular y la
transmision sinaptica en el sistema nervioso central a través de segundos mensajeros
(Niswendwe y Conn 2015). Los miembros de los iGLUR son proteinas integrales de
membrana consideradas canales catidnicos no selectivos que median la sinapsis excitatoria
rapida en el sistema nervioso central de los vertebrados y son permeables a Ca?*, Na*y

otros cationes (Kumar y Mayer, 2013).

Con base en su respuesta farmacoldgica a agonistas y antagonistas, los IGLR 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 de tipo delta (Meyer,
20086).

Posteriormente, se encontraron genes GLRs en otras especies como Caenorhabditis
elegans (Maricq et al., 1995) y Drosophila melanogaster (Ultsch et al., 1993), y en plantas
(Chiu et al., 1999; Chiu et al., 2002). En plantas se identificaron 20 genes del tipo receptor

26



CAPITULO |

de glutamato ionotréprico (iGLR) en el genoma de Arabidopsis (Chiu et al., 1999; 2002).
Estas secuencias se agruparon en tres clados (I, Il y Ill). Tiempo después, se descubrieron
proteinas tipo GLR en Raphanus sativus L. (Kang et al., 2006) y Oryza sativa. En esta ultima
especie, se encontraron 24 secuencias OsGLR en su genoma que fueron muy similares a
los AtGLR (Li et al., 2006), aunque en esta especie se agruparon en cuatro clados. Otros
13 genes se encontraron en tomate y se nhombraron SIGLR, siendo similares con los AtGLR
del clado | y lll (Aouini et al., 2012).

Estos receptores son complejos macromoleculares, conformados por subunidades
proteicas que poseen de 800 a 960 AAs y con una masa molecular de aproximadamente
100 kDa. De igual manera, contienen seis dominios conservados que son similares a los de
animales en un 16 a 63%. Estos se dividen en: dos sitios de union a ligandos extracelulares
(S1-S2) y cuatro dominios transmembranales (M1-M4) que pueden ser 0 no idénticos
(Figura 1.5). Los dominios transmembranales forman el poro que tiene un tamafio de 3.34
A'y permite el paso de iones (Weiland et al., 2015; Hedrich et al., 2012; Bigge, 1999).

La unién de una molécula a los sitios S1 y S2 permite las modificaciones conformacionales
gue afectan al receptor y alteran la posicion de la estructura secundaria cerca de la region
del poro. Estos cambios son esenciales para el paso de iones (Sobolevsky et al., 2009). La
region del N terminal tiene mas sitios de unién al ligando, permitiendo la unién de los
AtGLRs a otros agentes que podrian actuar como sus antagonistas/agonistas 0 como

moduladores.

Los GLR se conforman por cuatro subunidades (Dubos et al., 2005). Los AtGLR estan mas
relacionado estructuralmente a los receptores del tipo NMDA de mamiferos. Para estos
organismos, los receptores NMDA son funcionales solo si tres diferentes clases de
subunidades (NR-1, NR-2 y NR-3) son ensambladas en una combinacién homo o
heterotetramérica (Ulbrich e Isacoff, 2008). El ensamble del receptor se lleva a cabo en el
reticulo endoplasmico, donde el dominio N terminal de los diferentes iGLR interactian y
reconocen los patrones adecuados (Penn et al., 2008; Ayalon et al., 2005; Ayalon y Stren-
Bach, 2001). Los GLRs también son afectados por fosforilacién, palmitoilacion,

glucosilacion y S-nitrosilacion, modificando asi su respuesta (Traynelis et al., 2010).
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Figura 1.5 Estructura tedrica del receptor AtGLR3.7 en la bicapa lipidica. En rojo se sefializa la
secuencia sefial y en verde los posibles sitios de glucosilacion. En la figura se observan los seis
dominios que conforman al GLR: los dominios transmembranales M1-M4 y los S1-S2 de unién al
ligando, ademas de un segundo dominio de union situado cerca del extremo N-terminal con una
similitud a la proteina de union tipo LIVBP (leucina/ isoleucina/ valina) (modificado de Omasits et al.,
2014).

Los agonistas verdaderos de los GLR no estan totalmente definidos para las plantas. Se
considera que el L-Glu y la Gly son los agonistas principales del receptor. Sin embargo,
estudios de expresion heterdloga han demostrado la existencia de una amplia especificidad
de AAs que pueden actuar como agonistas de los GLR. Un ejemplo es la despolarizacion
de la membrana causada por L-Ala, L-Asn, L-Cys, L-Glu, L-Gly y L-Ser en raices de la
mutante knockout de AtGLR3.3 de Arabidopsis (Qi et al., 2006). Sin embargo, los D-AAs
también pueden ser agonistas de los GLR. La D-Ser es un agonista muy activo para el
receptor GLR1.2 en el tubo polinico de Arabidopsis y tabaco, modulando el crecimiento de
este 6rgano (Michard et al., 2011). Ademas, se ha encontrado que diferentes AAs pueden
unirse a un receptor y esta union depende de la estructura y carga del aminoacido (Tapken
et al., 2013).

Hasta la fecha, se sabe que los GLRs participan en las siguientes funciones fisiolégicas en
las plantas: la regulacion del metabolismo de C y Ny el balance de agua (Kang et al., 2004),
la respuesta a la luz (Kang y Turano, 2003), el control de la sefializacién por Ca?* (Lam et
al., 1998), la regulacion de la biosintesis de ABA (Kim et al., 2001), el balance hidrico (Kang

y Turano, 2003), la coordinacion de la actividad mit6tica durante el desarrollo de la raiz (Li
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et al., 2006; Walch-Liu et al., 2006), el crecimiento del tubo polinico (Michard et al., 2011),
la respuesta a la toxicidad por el aluminio (Sivaguru et al., 2003), la regulacion de la
despolarizacion de la membrana inducida por L-Met en las hojas de Arabidopsis (Tapken
et al., 2013), las sefiales de defensa y el control del gravitropismo en raices (Manzoor et al.,
2013) y el desarrollo de RLs (Vincill et al., 2013).

Recientes trabajos sefialan el posible papel del receptor AtGLR3.4 en la regulaciéon de la
germinacion bajo estrés salino (Cheng et al., 2018), asi como su papel en la quimiotaxis de
esperma que es esencial para la fertilizacion en animales y plantas (Ortiz Ramirez et al.,
2017). Sin embargo, la funcion de otros GLR de Arabidopsis y de otras plantas es materia

de estudio en diversas investigaciones.
1.11 Modelo de estudio: chile habanero

El género Capsicum 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 este género, 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) sefalan que el chile habanero es una de las especies horticolas
de mayor importancia econdmica para los productores del estado de Yucatén. 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 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). Esta especie se encuentra clasificada

taxondmicamente de acuerdo a Tun (2001), de la siguiente manera:
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Clase Angiosperma
Subclase Eudicotiledénea
Superorden Sympetala
Orden Tubiflorales
Familia Solanéaceae
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, asi como a una humedad del suelo entre 80 y 90% (Ruiz-Lau et al.,
2011; Pacheco-Méndez, 2005). Las bajas temperaturas (menos de 16 °C) provocan un
menor y mas lento crecimiento, disminuyendo de esta manera el rendimiendo y calidad del

fruto.

El suelo es un factor limitante para el cultivo de esta especie, debido a los terrenos
carbonatados y la presencia de afloramientos rocosos en la Peninsula (Borges-Gémez et
al., 2008). Ademas, el 90% de los suelos de la Peninsula presentan una concentracion alta
de materia organica (Ramirez, 2005). Este cultivo 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

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

En términos generales, el cultivo de chile habanero requiere altas cantidades de K, N, Ca,
Mg y P, siendo los requerimientos nutritivos durante todo el ciclo de producciéon de 300,
250, 200, 100 y 100 Kg, respectivamente (Prado, 2006). Aunque estas catidades pueden

variar de acuerdo al tipo de suelo, entre otros factores.
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1.11.1 Antecedentes del efecto de los aminoacidos sobre el crecimiento de chile

habanero

En chile habanero, se observé que el L-Glu no tuvo un efecto significativo en el crecimiento
de la RP, como se habia reportado en Arabidopsis (Walch-Liu y Forde, 2008). Sin embargo,
en presencia de Gly, se presentaron cambios significativos en el crecimiento de la RP,
particularmente se observo una inhibicion del crecimiento de la RP y una estimulacion en
la elongacion de PRs (Dominguez-May et al., 2013). Al profundizar en esta respuesta se
encontré que las raices creciendo en presencia de Gly presentaron el mismo nimero de
células que su respectivo testigo creciendo en KCI, pero de menor tamafo. Por lo que el
efecto sobre el crecimiento fue debido a una inhibicién en la elongacion y no en la division
celular. Ademas, la Gly indujo una acumulacién de granulos de almidén en el 4pice radical

(Dominguez-May et al., 2013).

Por otro lado, se realiz6 una caracterizacion del efecto de los D-AAs sobre el crecimiento
radical de chile habanero. Inicialmente, estos experimentos fueron llevados a cabo en
condiciones controladas en cajas de Petri y durante tiempos cortos (entre 4 y 10 dias). Bajo
estas condiciones, se observé que los D-AAs suministrados individualmente, modificaron el
crecimiento de las raices de chile habanero y que este efecto fue dependiente del tipo y la
concentracion. Los D-AAs Phe, Tyr, Asn, Lys y Met inhibieron el crecimiento de la RP a 0.5
mM; sin embargo, la RP fue mas sensible a la presencia de D-Asp y D-Ala, donde ocurrio
una inhibiciébn desde dosis de 0.05 y 0.1 mM, respectivamente (Figura 1.6A, Serralta-
Interian, 2014). En cambio, para Arabidopsis, los D-AAs Val, GIn, Phe, Asn, Lys y Met
provocaron un efecto inhibitorio sobre el crecimiento sélo hasta dosis por arriba de 1 mM.
La diferencia mas notoria entre chile habanero y Arabidopsis se pudo observar para el
efecto con el D-Asp, el cual inhibi6 el crecimiento en esta Ultima especie a dosis de 5 mM,
100 veces mas alta a la usada para chile habanero (Figura 1.6 B, Gordes et al., 2011).
Estos resultados sugieren que las raices de chile habanero son mas sensibles a la

presencia de los D-AAs, en comparacion a las de Arabidopsis (Goérdes et al., 2011).
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Figura 1.6. Dosis inhibitoria de los D-aminoécidos sobre el crecimiento de la raiz. Los datos
representan la concentracion de los D-AAs a la cual se observé una inhibicion (30-50%) sobre el
crecimiento de la RP en chile habanero (A) y Arabidopsis (B) (modificado de Gordes et al., 2011). Se
observa que la dosis de inhibicién para cada aminoacido fue dependiente de la especie. Las barras
de colores diferentes representan la clasificacion de los aminoacidos de acuerdo al grupo R. Rojo:
grupo R alifatico, Azul: grupo R polar sin carga, Naranja: grupo R cargado negativamente, Morado:
grupo R aromatica, verde claro: grupo R cargado positivamente.

Sin embargo, la D-Leu y D-Cys aumentaron el nimero de RLs y PR, respectivamente. Bajo
estas mismas condiciones, se observo que la D-Val inhibi6 el crecimiento de la RP a las 24
horas de exposicion; sin embargo, a las 96 horas las raices logran recuperar el crecimiento

alcanzando valores similares a los del testigo con KCI (Serralta-Interian et al., 2014).

Entonces, se decidi6 evaluar esta respuesta durante tiempos mas prolongados de

exposicion a los D-AAs. En esta ocasion, el experimento fue desarrollado en hidroponia,
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con plantulas de 45 dias de edad que estuvieron expuestas durante 30 dias a los
tratamientos con estos compuestos. Para la seleccion de los D-AAs se escogieron los tres
gue provocaron un efecto positivo en el crecimiento de chile habanero y se aplicaron en
forma de mezcla (tal como pueden encontrarse en el suelo) y por separado. Entonces, las
plantas crecieron con 1 mM de KNO3s; como principal fuente de nitrégeno y se le adicioné la
mezcla de los amino&cidos (0.01 mM D-Val, D-Leu y D-Cys, 1:1:1). Los resultados
mostraron que la mezcla aumenté la longitud radical total, asi como el &rea radical (Serralta-
Interian et al., 2014).

A partir de estos resultados, surgieron las siguientes preguntas, las cuales fueron atendidas

en el presente trabajo:

¢, Cuales son los cambios morfol6gicos que ocurren en el apice radical de chile habanero

expuesto a los D-AAs?
¢ Estan participando los GLR en la respuesta radical a D-AAs?

¢ Estan involucradas las auxinas en la respuesta radical a los D-AAs?
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HIPOTESIS

La exposicion de la raiz de chile habanero a los D-AAs (D-Leu, D-Val y D-Cys), a diferencia
de sus estereoisémeros L, inducira la activacion de un GLR y/o cambios en la sefializacion

de auxina en el 4pice radical, que conduciran a modificaciones morfoldgicas en la raiz.
OBJETIVO GENERAL

Caracterizar los cambios a nivel morfoldégico que producen los D-AAs (D-Leu, D-Val y D-
Cys) en laraiz de chile habanero en condiciones in vitro y determinar la posible participacién

de los GLR y de auxinas en esta respuesta.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Evaluar los cambios morfolégicos que se inducen en la RP de chile habanero

cuando crecen en presencia de los D-AAs, en condiciones in vitro.

e Determinar la actividad de un GLR en las raices de chile habanero expuestas a los

D-AAs y evaluar su papel en la respuesta radical.
o Estudiar la participacién de las auxinas en la respuesta radical inducida por D-AAs.

JUSTIFICACION

Los D-AAs estan presentes en las plantas debido a que pueden ser tomados del suelo en
su forma libre o conjugada, o por medio de un metabolismo enddgeno. Sin embargo, el
conocimiento del papel de estos compuestos en la fisiologia de la planta es limitado. Se
sabe que pueden promover el crecimiento o resultar dafiinos para las plantas dependiendo
de la especie, la dosis y el tipo de D-AA. Se ha reportado que en Arabidopsis pueden tener
un papel como fuente de N o como molécula sefial, aunque no se ha estudiado a fondo su

funcion en esta especie, ni en otras de interés comercial.

El chile habanero, es una especie de interés comercial en la Peninsula de Yucatén, la cual
puede estar expuesta a los D-AAs, debido al tipo de fertilizacién de la planta o a las

condiciones climaticas donde se cultiva, pudiendo asi tener un efecto sobre su crecimiento
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y desarrollo. Previamente, se habia reportado que determinados D-AAs, como Val, Leu y
Cys pueden incrementar el crecimiento de las raices y aumentar los niveles de metabolitos
nitrogenados en plantas de chile habanero en hidroponia; aungque se desconoce cdmo estos
compuestos pueden provocar el efecto. Por lo tanto, conocer el posible mecanismo de cémo
actuan en la planta podria ayudar a comprender su papel en el desarrollo de éstay a su
utilizaciébn como parte de esquemas de fertilizacién basados en fuentes de N orgénicas, lo
que puede ayudar a contrarrestar la baja produccién actual de chile habanero de forma

amigable con el medio ambiente.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

En la figura 1.7 se presenta en forma resumida la estrategia experimental para abordar las

preguntas realizadas en la tesis.

Raices de chile habanero
creciendo in vitro

!

Tratamientos con L/DAA (Val, Leu y Cys)
Curso temporal y dosis respuesta

!

Caracterizaciéon de los cambios
Morfolégicos en la raiz

!

| Seleccion de un rasgo contrastante entre los tratamientos |

| Participacién de un GLR | Participacién de auxinas |
| Tratamiento con L/DAA | Tratamiento con L/IDAA
I + Antiauxina
¥ 1
Cambios morfolégicos | Flujo de iones de Ca?* ¥ I ¥
y moleculares Cambios Evaluar genes en

morfologicos respuesta a auxina
en las raices relacionados con la

Figura 1.7. Estrategia experimental general

formacion de RL
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CAPITULO Il

CARACTERIZACION DEL EFECTO DE LOS D-AMINOACIDOS SOBRE EL
CRECIMIENTO RADICAL EN CHILE HABANERO EN CONDICIONES IN VITRO

2.1 INTRODUCCION

Las plantas tienen una gran capacidad para adaptar su crecimiento y desarrollo a los
continuos cambios ambientales. La plasticidad en el crecimiento de éstas se atribuye a la
arquitectura del sistema radical donde la raiz es el principal érgano responsable de la
absorcion de los nutrientes y el agua, asi como el anclaje de la planta al suelo. La RP y las
RLs son dos componentes importantes del sistema radical en plantas dicotiledéneas (Tian
et al., 2014).

Las RLs en Arabidopsis se inician con la especificacion de las células fundadoras en el
periciclo opuestas a cada polo del xilema para la formacion del PRL (Parizot et al., 2008).
Seguidamente, estas células sufren una serie de divisiones anticlinales y periclinales en la
zona de diferenciacion, definiendo asi la estructura del PRL, que posteriormente emerge a
través de las capas del tejido de la RP y adquiere un meristemo activo (Banda et al., 2019).

Los procesos gue regulan el desarrollo de las RLs dependen de la especie y de los diversos
estimulos ambientales y, aunque los mecanismos que controlan la etapa de iniciacién de
este proceso aun son poco conocidos, se propone que debieran tener caracteristicas

comunes fundamentales entre los diferentes taxas (Dubrovsky et al., 2006; Malamy, 2005).

Los estimulos ambientales, como la disponibilidad de nutrientes en el suelo, son
moduladores de la estructura radical. En el caso de las formas inorganicas de N como el
NOgséste puede desempenfiar un papel en la respuesta radical, influyendo en la formacion
de RLs o en el crecimiento de la RP que varia dependiendo de la concentracion y la especie
(Célis-Aramburo et al., 2011; Walch-Liu y Forde, 2008).

Por otro lado, se sabe que las formas solubles de N orgéanico, incluyendo amino&cidos (L y
D) y pequefios péptidos, pueden representar una fuente significativa de N para las plantas,

en particular, en suelos templados donde las tasas de mineralizacion son bajas (Tegeder y
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Rentsch, 2010). Sin embargo, pocos estudios han examinado el efecto de los AAs y
péptidos sobre el crecimiento y proliferacion de la raiz (Forde, 2014). La exposicion de la
RP de Arabidopsis a bajas concentraciones de L-Glu (<50 pm) tuvo un efecto distintivo en
su estructura, donde se observa la inhibicién del crecimiento de la RP y la estimulacion de
las RLs (Walch-Liu y Forde, 2008).

Las plantas pueden estar expuestas a los D-AAs a partir de la solucion del suelo. También,
se ha demostrado que éstas contienen estos compuestos en sus tejidos, en forma libre o
conjugada (Robinson, 1976), los cuales son considerados como un constituyente principal,
aungue en un bajo porcentaje (Brickner y Westhauser, 2003). A pesar de que se ha
detectado la presencia de los D-AAs en algunos organismos, no se conoce completamente

su funcion.

Existe mayor conocimiento acerca del papel de estos compuestos en animales, donde ellos
participan en la sintesis y regulacion hormonal, en procesos fisiol6gicos como la plasticidad
sinaptica, el aprendizaje, la memoria neuronal, 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., 1993; Dunlop et al., 1986).

Los estudios sobre el efecto de los D-AAs en el desarrollo de las plantas son muy escasos.
Se ha reportado que en Arabidopsis, estos compuestos tienen un efecto sobre el
crecimiento de la raiz, ya sea positivo o negativo, dependiendo del tipo de D-AA (Gordes et
al.,, 2011). Ademas, la D-Ser participa en el crecimiento del tubo polinico (Michard et al.,
2011). Por otro lado, se observé que al exponer a la RP de chile habanero a la presencia
de los D-AAs, durante tiempos cortos de exposicion (96 horas), ocurrioé una inhibicién en el

crecimiento de este 6rgano, la cual fue dependiente de la dosis y el tipo de D-AA.

En cambio, algunos de ellos ocasionaron cambios positivos en el desarrollo radical, como
un aumento en el nimero de RLs (D-Leu), mayor desarrollo de PRs (D-Cys) y una
recuperacion en el crecimiento de la RP (D-Val). Cuando se aplico una mezcla de los D-
AAs Val, Leu y Cys, a tiempos més prolongados (30 dias), se observé un incremento en el

namero de RLs y en la longitud radical total.
Por lo tanto, el objetivo de este capitulo fue llevar a cabo una caracterizacion de los
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principales cambios morfolégicos que ocurrieron en la RP expuesta a la mezcla de los D-
AAs. Esta caracterizacion es requerida para poder estudiar de una manera mas dirigida el

mecanismo de accién de estos compuestos sobre el desarrollo radical.
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. Las semillas se desinfestaron y se colocaron en
cajas de Petri para su germinacion, siguiendo el protocolo descrito por Celis-Aramburo et
al. (2011). Cuando ocurri6 la protrusién de la radicula (de 4 a 5 dias), las plantulas fueron

transferidas al modelo in vitro.

El modelo in vitro (cajas de Petri) permite llevar a cabo experimentos a tiempos cortos, en
condiciones controladas y estériles. En este caso, las semillas germinadas se colocaron en
cajas de Petri con el siguiente medio de crecimiento: medio basal para N organico: 23 mM
acido 2-(N morfolino)-etanosulfénico (MES), pH 5.7, 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, a las cuales se le
elimino la fuente de N y se le adicion6 1 mM de KNO3z como Unica fuente de N. Las cajas
fueron colocadas verticalmente, en condiciones de oscuridad, hasta que la RP alcanz6 una
longitud de aproximadamente 2.2 + 0.5 cm (~ cinco dias). Cuando esto ocurrig, las plantulas

fueron transferidas a los respectivos tratamientos.

2.2.2 Caracterizacion del efecto de los D-aminoacidos sobre el crecimiento radical en

el modelo in vitro

Inicialmente, se llevo a cabo una caracterizacion del efecto de la mezcla de D-AAs sobre el
crecimiento radical en condiciones in vitro, con el objetivo de definir un fenotipo que
permitiera evaluar el efecto de los tratamientos que se aplicaran. Las plantulas fueron
transferidas a cajas de Petri que contenian el medio de crecimiento para N organico,
descrito anteriormente y se sometieron a los siguientes tratamientos de N: NI: 1 mM de
KNOsz+ 0.3 mM NH4Cl; NOs + L-AA: 1 mM KNOs + 0.3 mM de la mezcla de L-AAs (0.1 mM
L-Val, 0.1 mM L-Leuy 0.1 mM L-Cys) y NO3z + D-AA: 1 mM de KNO3z + 0.3 mM de la mezcla
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de D-AA (0.1 mM D-Val, 0.1 mM D-Leu y 0.1 mM D-Cys). El experimento se realiz6 en un
cuarto de cultivo en condiciones controladas, con un fotoperiodo de 16 h luz/ 8 h oscuridad.
La intencion con este primer experimento fue utilizar la misma mezcla de D-AAs que en los
experimentos en hidroponia habia dado los mejores resultados, para después caracterizar

el efecto de los aminoéacidos individualmente.

2.2.3 Clareado de raices de chile habanero y evaluacién de las distancias de

formacién de los 6rganos laterales

Para observar los cambios en la formacion de érganos laterales se realizé el clareado de la
raiz de acuerdo a la metodologia propuesta por Malamy y Benfey (1997) con modificaciones
de Dubrovsky et al. (2006). Las raices fueron incubadas a 62°C en una solucién de 20%
(v/v) metanol y 0.24 N HCI durante 40 min; posteriormente se incubd en una solucion 7%
NaOH (p/v) y 60% etanol (v/v) a temperatura ambiente durante 20 min. Las raices fueron
rehidratadas con incubaciones de etanol al 40%, 20% y 10%, ademas con 10% (v/v) de
etanol en glicerol al 50% (v/v), 2 h por paso. Posteriormente, las muestras se colocaron en
un portaobjetos con glicerol al 50% (v/v) y se observd en un microscopio de fluorescencia

(Axioplan).

Para corroborar los datos, algunas raices fueron observadas en el microscopio confocal
FV-1000 (Olympus, Tokio, Japdn) simulando una 6ptica de Nomarski u 6ptica de contraste

interdiferencial (DIC), con el objetivo de observar a los PRL en estadios mas tempranos.

Se evalud el incremento en el crecimiento de la RP cada 24 h con el uso de una regla. A
partir de las raices clareadas, se registro el numero de PRL, asi como el numero y la longitud
de las RLs. Para el nimero de eventos de iniciacion (El), se sumo el nimero de PRL y el
de RLs. Ademas, se evaluaron las siguientes distancias: distancia entre El, distancia entre
el apice (menos la cofia) y el PRL mas distal y proximal, distancia desde el tltimo PRL a la
primera RL emergida en una misma fila de células y distancia de la ultima RL a la base de

la raiz (Figura 2.1).
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Figura 2.1 Distancias evaluadas en la RP alas 96 h de tratamiento (modificado de Dubrovsky et al.,
2006).

Para realizar el calculo de las distancias, se tomaron fotos en el microscopio 6ptico
(AXIOPLAN) del apice a la base de la RP; posteriormente, fueron ensambladas en el
programa Photoshop CS6 y cada una de las mediciones descritas anteriormente, se realiz6
con el programa Image J (https://imagej.nih.gov/ij/).

2.2.4 Curva dosis-respuesta

Una vez que ocurrid la protrusion de la radicula, las semillas fueron transferidas al medio
NO, descrito en el apartado (2.2.1) para el crecimiento de la plantula. Cuando la RP alcanzé
un tamafio de 2.2 £ 0.5 cm, se transfirieron a cajas de Petri que contenian medio NO mas
1 mM de KNOs, con la mezcla de los L- 0 D-AAs, a las concentraciones de 0.025, 0.05 y
0.100 mM. En este experimento, se determind el incremento diario en longitud de la RP

hasta los cuatro dias de tratamiento, asi como el nimero y la longitud de las RLs.
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2.2.5 Curso temporal

Este experimento se realizé de manera similar al descrito en la seccién 2.2.4, excepto que
la concentracion utilizada de los L- y D-AAs fue de 0.1 mMy las raices estuvieron expuestas
al tratamiento por 24, 48 y 72 h. Transcurrido el tiempo, se determind la formacion de
eventos de iniciacion realizando tinciones con el método de Feulgen. Para este caso, se
utilizaron 12 raices por tratamiento, las cuales fueron incubadas durante toda la noche en
alcohol etilico: 4cido acético (3:1, v/v). Posteriormente, las raices fueron sometidas a una
hidrdlisis acida con 1N HCI a 62°C durante 8 y medio minatos. A continuacion, el HCI fue
retirado y las raices se incubaron con el reactivo de Schiff durante 40 min. Las raices fueron
observadas en un microscopio 6ptico (Zeiss Primo Strar), acoplado a una camara (Canon),

para poder realizar la toma de las imagenes.
2.3 RESULTADOS Y DISCUSION

2.3.1 Caracterizacion del efecto de los D-aminoacidos sobre el crecimiento radical en

el modelo in vitro

Enla Figura 2.2A, se observa la morfologia de las plantulas de chile habanero de la variedad
comercial seminis a las 96 h de exposicion a los tratamientos de N. De manera significativa,
se observé que un mayor porcentaje de plantulas present6é apertura de los cotiledones
cuando fueron expuestas a los D-AAs (24%), seguida de aquellas sometidas a los L-AAs y
al testigo con NI, ambos con un 14% de apertura de cotiledon (Figura 2.2 B).
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Figura 2.2. Cambios morfolégicos en el crecimiento de la RP y apertura de cotiledén a las 96 h de
tratamiento. A) En la figura se presenta una imagen representativa que muestra el tamafio de la RP
de las plantulas de chile habanro expuestas a diferentes tratamientos de N: NI, 1 mM KNO3z + 0.3
mM NH4CI (Testigo con N inorganico); NOz™ + L-AA, 1 mM KNOs + 0.3 mM de la mezcla de los L-
AAs (Val, Leu, Cys, cada uno a 0.1 mM) y NOs™ + D-AA, 1 mM KNOz + 0.3 mM D-AAs (Val, Leu, Cys,
cada uno a 0.1 mM), B) Cotiledones abiertos a las 96 h bajo los diferentes tratamientos de N descritos

anteriormente. Las fotografias muestran una imagen representativa de cinco cajas de Petri.

Los cambios en el crecimiento de la raiz de chile habanero en condiciones in vitro en
presencia de la mezcla de los D-AAs Val, Leu y Cys no se habian caracterizado
anteriormente, por lo que los resultados obtenidos son el primer acercamiento para poder
indagar en el mecanismo por el cual ocurren. Para ello, es necesaria la obtencién de un
fenotipo caracteristico de esta respuesta; sin embargo, en cuanto al crecimiento de la RP,

no se observd una diferencia entre los tratamientos.

Diversos autores han reportado que los D-AAs provocan una inhibicién en el crecimiento
de las plantulas de Arabidopsis, tales como D-Ser, D-Ala y D-Arg (Forsum et al., 2008;
Svennerstam et al., 2007) y otros han propuesto que incrementan el crecimiento, como se
observo para D-Val, D-Lys y D-lle (Chen et al., 2010). Estas respuestas multiples de las
plantas a los D-AAs parecen depender del tipo de D-AA y la especie. Sin embargo, hasta

la fecha, no se ha reportado un andlisis detallado del efecto de estos compuestos sobre el
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desarrollo del sistema radical.

Por otro lado, normalmente se ha evaluado el papel de los AAs por separado y no en
conjunto, tal como pueden estar presentes en los suelos. La utilizacion de las mezclas de
los D-AAs se ha trabajado normalmente en bacterias, donde tienen un papel importante a
nivel ecoldgico. Por ejemplo, la D-Leu, la D-Met, la D-Tyr y el D-Trp regulan la formacién y
el desensamblaje de la biopelicula en Bacillus subtilis (Kolodkin-Gal et al., 2010).

2.3.2 Efectos de la mezcla de los D-AA sobre la formacion de eventos de iniciacion

de raiz lateral

Para evaluar el efecto de los D-AAs sobre la formacion de El, las raices de chile habanero
en los diferentes tratamientos fueron clareadas de acuerdo a la metodologia descrita en el
apartado 2.2.3, logrando observar PRL a partir del estadio dos (Figura 2.3 A). Ademas,
algunas de las imagenes se corroboraron a través de la observacién al microscopio confocal
utilizando una 6ptica simulada de Normaski (Figura 2.3 B), donde se observan las diferentes

etapas de desarrollo del PRL detectadas en la raiz de chile habanero.

Estadio 2
A) N

B)
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Figura 2.3. Primordios de raiz lateral en diferentes estadios y RLs de chile habanero observadas
bajo el microscopio 6ptico (A) y microscopio confocal (B) con una éptica tipo Nomarski o DIC, donde

se observan el PRL pre-emergente, el PRL emergente y la RL.

Cuando se evalué el numero de PRL por RP, se observé6 que este valor fue
significativamente mayor en aquellas plantulas expuestas a los D-AAs, comparadas con las
que crecieron en presencia de los tratamientos NI (64%) y NOs + L-AA (44%), mientras que
las diferencias no fueron estadisticamente significativas entre los tratamientos de NI y NOz
+ L-AA (Figura 2.4 A).

A su vez, el tratamiento que contenia a los D-AAs demostr6é un aumento en el numero de
RLs aproximadamente 3 y 4.7 veces en comparacion con los tratamientos NOs™ + L-AA y
NI, respectivamente (Figura 2.4B). Al evaluar el numero de EI (nimero de PRL + ndamero
de RLs) se observé un aumento aproximado de 2 y 2.8 veces mayor en las plantulas
tratadas con los D-AAs que con los estereoisémeros L o con NI, respectivamente (Figura
2.4 C).

De igual manera, la longitud de las RLs fue significativamente mayor (2 y 10 veces) cuando
las plantulas se sometieron a tratamientos con los D-AAs con respecto a los otros
tratamientos (L-AA y NI, respectivamente) (Figura 2.4 D). En conclusion, la presencia de
los D-AAs en el medio de crecimiento estimulé la formacién de RLs y de El, asi como la
elongacion de las RLs, comparada con sus testigos, las plantulas creciendo en presencia

de los L-AAs y aquellas creciendo sélo con la fuente de N inorganica.
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Figura 2.4 Formacién de eventos de iniciacion y longitud de las raices laterales a las 96 h. En las
figuras se observa la formacion de El en presencia de diferentes condiciones de N, las cuales se
describieron en la leyenda de la figura 2.1. A) Nimero de PRL, B) Nimero de RLs, C) Numero de El
y D) Longitud total de RLs. Los datos presentados son la combinacion de tres experimentos
independientes (24 plantulas en cada uno). Las letras diferentes representan diferencias

significativas entre los tratamientos (Tukey P < 0.05.

Otro de los parametros evaluados fueron las diferentes distancias de formacion de los El
(Cuadro 2.1). Con relacion a su testigo (L-AAs), el tratamiento con los D-AAs, aumento
significativamente las distancias entre El (75 %) y entre el apice y el PRL mas distal (27%),

pero estos valores fueron similares a los presentados por el tratamiento NI. La distancia
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desde el 4pice radical al PRL proximal fue similar entre los tratamientos, mientras que el
tratamiento con los D-AAs redujo las distancias entre el ultimo PRL y la primera RL (22 %)
y de la tltima RL a la base de la raiz (53 %) (Cuadro 2.1).

Cuadro 2.1 Efecto de la aplicacion por 96 h de la mezcla de los D-AAs sobre la distancia de formacion
de los eventos de iniciacion. Los parametros fueron determinados como se describe en materiales y
métodos. Letras diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos (los datos
presentados son la combinacién de tres experimentos independientes, n= 14 plantulas; Tukey, P<
0.05). Los tratamientos NI, NOs™ + L-AA y NOs + D-AA son descritos en la leyenda de la Figura 2.1.

Tratamiento Distancia Distancia Distancia del Distanciade Distancia del
entre El (mm) entre apicey apiceal PRL laudltimaRLa PRLala
PRL distal proximal la base (mm) primera RL
(mm) (mm) (mm)
NI 14 .04 +324 1123+19(a) 6.99+14(a) 10.29+2(b) 16.93x0(a)

(a)
NO, +L-AA 692+2(c) 968+1.74(b) 7.6+13(a) 14.69+3(a) 10.92 +0.4 (b)

NO, +D-AA 1216 +1.7(a) 12.32+0.8(a) 7.45+0.27 (a) 6.87 +1.2(c) 8.53+0.8(c)

Los valores de las distancias de formacion se ejemplifican en la Figura 2.5, donde se
observa que los diferentes parametros evaluados varian entre cada tratamiento. En
particular, en esta figura se muestra que la formacién de El (PRL + RL) por RP es mayor
cuando las raices se exponen a los D-AAs, comparada con la que ocurre en los tratamientos
testigo y se puede distinguir la reduccién entre la distancia de la Ultima RL a la base de la

raiz y de la distancia del PRL a la primera RL en las raices tratadas con los D-AAs.
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Figura 2.5. Formacion de érganos laterales en las raices expuestas a los diferentes tratamientos de
N. En las figuras se muestra una RP representativa (n=14) para los tratamientos con NI (A), NOz +
L-AA (B) y NOs + D-AA (C). Estas raices son las que se utilizaron para realizar los calculos en la
figura 3. En los recuadros se muestran los El formados para cada RP. Las raices fueron
reconstruidas (en el programa Photoshop) a partir de imagenes individuales tomadas al microscopio

Optico. La barra blanca indica una escala de 100 pum.

De acuerdo a los datos obtenidos en esta seccién, se observé un mayor nimero de PRLs
con los tratamientos que contenian a los D-AAs en comparacion con los L-AAs, aunque no
todos logran desarrollarse hasta RLs. Sin embargo, para chile habanero, el nUmero de
PRLs y RLs es menor (Celis-Aramburo et al., 2011), comparado con otras especies, como

por ejemplo Arabidopsis (Dubrovsky et al., 2006) y tabaco (Stitt y Feil, 1999).

En cuanto al tratamiento NI, el nimero de RLs fue similar a lo reportado por Celis-Aramburo
et al. (2011) al aplicar 1 mM de KNO3z; de manera heterogénea. Muchos de los datos
obtenidos en el desarrollo del proceso de formacién de los El en chile habanero contrastan

con los reportados para Arabidopsis (Ivanchenko et al., 2008; Dubrovsky et al., 2006).

La formacion de estos 6rganos es un proceso importante y el patrén de desarrollo depende
de la taxa (Dubrovsky et al., 2006), asi como de estimulos ambientales, la distribucion de

nutrientes, el tipo de suelo y los factores hormonales y genéticos. Hasta la fecha, el efecto
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de la aplicacion de D-AAs sobre los procesos de formacion de los primordios de RLs y de
las RLs no ha sido abordado en otra especie vegetal.

2.3.3 Experimento de curva dosis- respuesta

Los resultados de esta seccion muestran el crecimiento de la RP ante concentraciones
crecientes (0.025, 0.050 y 0.1 mM) de los respectivos L- y D-AAs. Estas concentraciones
correspondieron a un total de 0.075, 0.150 y 0.3 mM de D-AAs en la mezcla,

respectivamente.

En la Figura 2.6 se presenta el incremento en la longitud de la RP a las 96 h de tratamiento,
observando una disminucién (~ 5%) de este parametro cuando la concentracién de los
aminoacidos fue de 0.1 mM, comparado con las dosis mas bajas. El efecto inhibitorio en el

crecimiento de la RP no fue estereoespecifico (Figura 2.6).

I NI
mmm NO, + L-AA

mmm NO, + D-AA

Incremento acumulado en longitud
de RP (cm)

0.00 0026 0050  0.100
[mM]

Figura 2.6. Incremento en la longitud de la raiz primaria a las 96 h de exposicion a los
tratamientos NI, NOs™ + L-AA y NOs + D-AA en donde la dosis de los AAs individuales en la
mezcla fue de 0.025 mM, 0.050 mM y 0.1 mM (n=30). Las letras diferentes muestras

diferencias significativas entre dosis y tratamiento (Tukey, P < 0.05).

Al evaluar el efecto de la dosis de los AAs sobre la formacion de RLs, se observo que no
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hubo diferencia significativa en el nimero de RLs en el tratamiento de NOs + D-AA entre
todas las dosis utilizadas, mientras que este pardmetro disminuyé hasta tres veces
comparado con el tratamiento de NOs™ + L-AA cuando la dosis increment6 a 0.1 mM (Figura
2.7 A). Cuando se comparo entre los tratamientos con L y D-AAs, una diferencia significativa
en el numero de RLs sélo fue observada a la dosis de 0.1 mM, donde en el tratamiento los
D-AAs fueron un 75% mayor comparada con la de los L-AAs (Figura 2.7 A).

Al analizar los valores de longitud promedio de las RLs se observé que no hubo una
diferencia significativa entre las dosis por tratamiento, lo cual ocurrié tanto para el
tratamiento con L- como con el D-AA (Figura 2.7 B). Sin embargo, al comparar entre los
tratamientos se obtuvo que las plantas sometidas a los D-AAs presentaron valores
significtivamente mayores (16 y un 55% a dosis de 0.05 y 0.1 mM, respectivamente)

comparado con aquellas creciendo en presencia de los L-AAs y NI (Figura 2.7 B).

En cuanto a la longitud total de las RLs, de igual manera no se encontraron diferencias
significativas entre las diferentes dosis del tratamiento de D-AAs. Con respecto al testigo
con L-AAs, se present6 una disminucién de un 16% a 0.1 mM, no asi a las concentraciones
menores (Figura 2.7 C). Cuando se comparé entre ambos tratamientos, se pudo observar
diferencias significativas entre éstos a las dosis de 0.025 y 0.1 mM, donde nuevamente los
datos sugieren que los D-AAs aumentan este valor en un 57 y 67%, respectivamente,
comparado con los L-AAs y NI. Sin embargo, a una dosis intermedia (0.05 mM), no hubo
diferencia significativa en la longitud total de las RLs entre los tratamientos (Figura 2.7 C).
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Figura 2.7 Curva dosis-respuesta de los D-AAs sobre la formacién y el crecimiento de raices
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laterales. En este experimento se utiliz un testigo con NI (ImM KNOs + 0.3 mM NHaCI), la mezcla
de los D/L-AAs a dosis individuales de 0.025, 0.05 y 0.1 mM con 1 mM de KNO3s como fuente principal
de N. Se evalud el nimero de RLs (A), la longitud promedio de RLs por planta (B) y la longitud total
de RLs por planta (C) a las 96 h de tratamiento. Letras diferentes representan diferencias

significativas entre los tratamientos bajo las diferentes dosis (Tukey, P< 0.05).

Estos resultados sugieren que la formacion de las RLs es mas sensible a los L-AAs que los
D-AAs. Las concentraciones reportadas para los L-AAs en los suelos estan en un rango de
0.01-10 uM y en suelos ricos en materia organica en concentraciones milimolares (Jones
et al., 2005; Ohlund y Nasholm, 2002), en los cuales de 1.4-1.7% corresponde a la

concentracion de D-AAs (Vranova et al., 2012).

También se ha visto en plantas de Arabidopsis y tabaco que el efecto de los D-AAs
aplicados individualmente puede promover el crecimiento de las RLs, dependiendo de la
dosis aplicada (Chen et al., 2010; Nasholm et al., 2009).

2.3.4 Curso temporal

A patrtir de los resultados anteriores, se seleccioné la dosis de 0.1 mM de cada D-AA para
llevar a cabo los experimentos de curso temporal. En este experimento, se evalué la
formacion de los eventos de iniciacion a las 24, 48 y 72 h en los tratamientos con NOs™ + L-
AA (1 mM KNOs + L-Val, L-Leu y L-Cys, 0.1 mM cada uno) y NOs" + D-AA (1 mM KNOs +
D-Val, D-Leu y D-Cys, 0.1 mM cada uno).

En la figura 2.8 A, se presenta los datos de la formacion de los PRL en los diferentes
tiempos, el cual fue mayor con el tratamiento que contenia la mezcla de los D-AAs en
comparacion con su estereoisémero L. De acuerdo a los datos, se sugiere que durante las
primeras 24 h, las raices tratadas con los D-AAs comenzaron a formar los PRL, mientras
que éstos no fueron observados en aquellas raices tratadas con los L-AAs. El nUmero de
PRL incrementé aproximadamente 10 veces a las 48 h'y 72 h de tratamiento con los D-AAs
siendo éstos un 80 % menor al presentado en las raices creciendo en presencia de los L-
AAs.

Las RLs fueron observadas a partir de las 48 h de exposicion a los tratamientos y en este

momento, el numero fue similar para las raices de ambos tratamientos (Figura 2.8 B). En

51



CAPITULO II

cambio, las raices tratadas con los D-AAs incrementaron ~3 veces el nimero de RLs a las
72 h, mientras que las que crecieron en presencia de los L-AAs mantuvieron valores
similares a los presentados a las 48 h (Figura 2.8 B). Esto podria indicar que los PRL
formados en su mayoria logran desarrollarse para dar lugar a las RLs cuando estan
expuestos a los tratamientos con la mezcla de D-AAs.

Puesto que el numero de PRL y RLs fue mayor con los D-AAs, el numero de El igualmente
fue mayor con este tratamiento. El nUmero de El a las 24 horas fue de ~0.1, incrementando
alas 48y 72 horas ~30 veces. Por otra parte, el tratamiento testigo con los L-AAs present6
menos El en comparacion con el de los D-AAs (Figura 2.8 C). Por lo tanto, se puede sugerir
que los D-AAs estimulan la formacion de los El en la raiz, siendo la formacion de los PRL

los que contribuyen mas en este aumento.

A) 2 B) BN NO, + L-AA

BN NO, + D-AA

15F

No. PRL
No.RL

No. El

10 |

24h 48h 72h . 24h 48h 72h 24h 48h 72h

Figura 2.8. Efecto de las mezclas de AAs y NOs™ sobre la formacion de El durante un curso temporal.
En este experimento se utilizé el medio con 1 mM KNOs mas la mezcla de los D/L-AA 0.1 mM. Se
evalu6 el nimero de PRL (A), el numero de RL (B) y el nimero de El (C) a las 24, 48 y 72 h de
tratamiento. Letras diferentes representan diferencias significativas entre los tratamientos en los

diferentes tiempos (n=12, Tukey, p< 0.05).

En la Figura 2.9 se muestra la formacién de ElI (PRL + RL) por RP, durante un curso
temporal. Los resultados confirman las observaciones anteriores, encontrando un efecto
estimulatorio de los D-AAs, comparado con el tratamiento con los L-AAs, sobre la formacion
de PRL y RLs por RP.
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n  NO;+LAA NO, +D-AA 8 NO; + L-AA NO; +D-AA <) NO, +L-AA 3
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Figura 2.9. Formacion de eventos de iniciacion en las raices expuestas a los diferentes tratamientos

con L- y D-AAs. En las figuras se muestra una RP representativa (n=12) para los tratamientos NOsz-
+ L-AA y NOs + D-AA, a las 24 (A), 48 (B) y 72 h (C). Estas raices son las que se utilizaron para
realizar los célculos en la Figura 2.8. En los recuadros se muestran los El formados para cada RP.
Las raices fueron reconstruidas (en el programa Photoshop) a partir de imagenes individuales

tomadas al microscopio 6ptico.

En cuanto a estos valores, anteriormente se habia evaluado la formacion de los El hasta
las 96 h, por lo que se decidio realizar un curso temporal tomando en cuenta 24, 48y 72 h
de exposicion a los tratamientos con la mezcla de D-AAs y al testigo con la mezcla de L-
AAs, utilizando el método de tincion de Feulgen, el cual permiti6 observar todos los El
formados.

Los resultados anteriores sugieren que el tratamiento NOz™ + D-AA podria incrementar la
formacion de El, afectando algan parametro como la iniciacion de los PRL o la emergencia
de la LR. A pesar del claro efecto de los D-AAs sobre estos procesos, el numero de El por
RP es bajo en chile habanero, lo cual ha sido también observado previamente (Celis-
Aramburo et al., 2011). Esta caracteristica dificulta establecer un fenotipo en cuanto al
efecto de estos compuestos sobre la produccion de RLs, dado el nUmero absoluto muy

bajo.

Los resultados anteriores sugieren que las raices de chile habanero expuestas a los D-AAs
(Val, Leuy Cys) aumentaron el nUmero de RLs, el cual pudiera ser un fenotipo en respuesta
a la exposicion de la raiz a estos compuestos, que fue dependiente del tiempo de exposicion

a la mezcla y de la variedad utilizada.
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CAPITULO IlI

ESTUDIO DE LA PARTICIPACION DE LAS AUXINAS EN LA RESPUESTA
RADICAL INDUCIDA POR LOS D-AAs

3.1 INTRODUCCION

La RP establecida durante la embriogénesis, da lugar a nuevas RLs, que en su conjunto
conforman la arquitectura radical de la planta. La arquitectura del sistema radical esta
regulada por diversos factores ambientales o componentes end6genos, como las auxinas.
Las auxinas son esenciales para el crecimiento y desarrollo de la planta. En las raices,
éstas son consideradas como las moléculas formadoras (Went 1929), debido a los cambios
originados por ellas en el fenotipo, como el incremento en la longitud de los PRs, el
incremento en la longitud de la RP, el aumento del numero de PRLs y su efecto en el
gravitropismo (Overvoorde et al., 2010; Peret et al., 2009).

Las auxinas participan directamente en el marcaje de las células del periciclo para la
iniciacion de las RLs. La aplicacion exdgena de auxinas puede activar practicamente todas
las células del periciclo adyacentes al protoxilema, disminuyendo el espaciamiento de los
PRL y conducir a un incremento de eventos de iniciacion de RLs (Benkova et al., 2003;
Himanen, 2002). En este evento, intervienen procesos como la biosintesis, el transporte, la
distribucion y la sefializacion de la hormona (Jones y Ljung, 2012). Por lo tanto, las auxinas
tienen un papel dominante en el desarrollo y la formacion de estas estructuras, al intervenir
en las etapas de marcaje, iniciacién, desarrollo del PRL y emergencia de las mismas
(Lavenus et al., 2013; Dubrovsky et al., 2011; Overvoorde et al., 2010).

Durante el proceso intervienen varios genes regulados por auxina, en especial los Lateral
Organ Boundary Domain (LBD), cuyos productos proteicos modulan el desarrollo de las
RLs (Lee y Kim, 2013; Okushima et al., 2007). En particular, el LBD16 juega un papel
durante la migracion nuclear que ocurre en las células fundadoras del PRL (Goh et al.,
2012) y LBD18 est& involucrado en las divisiones asimétricas anticlinales y periclinales
durante la iniciacion del PRL y en la progresion del desarrollo de éste a través de la

regulacion de genes del ciclo celular (Lee et al., 2015; Berckmans et al., 2011).
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Los estudios sobre la participacion de estas proteinas en el proceso han sido desarrollados
fundamentalmente en la planta modelo Arabidopsis, pero en otras especies muy poco se
sabe del mismo. Sin embargo, las auxinas también regulan la arquitectura de los sistemas
radicales de numerosas plantas, como, por ejemplo, en tomate las auxinas estimulan el
crecimiento de las RLs e inhiben el crecimiento de la RP (Munday y Haworth, 1994). En
chile habanero, se ha observado una estimulacién del nimero y longitud de las RLs cuando
las plantulas se exponen al &cido indol acético (AIA) (Célis-Aramburo et al., 2011), al igual
gue en plantas de arroz donde bajas concentraciones de auxinas promueven la elongacién
de las RLs (Zhang et al., 2007).

Una forma de estudiar la participacion de las auxinas en los procesos de desarrollo es por
medio de la utilizacion de inhibidores como los anti-auxinas, los cuales inhiben la accion de
la auxina compitiendo con ésta por el sitio de unién a su receptor. Diversos compuestos con
actividad anti-auxinica se han utilizado como una herramienta para elucidar el mecanismo
de percepcion de auxina y su funcién en el crecimiento y desarrollo de las plantas. Uno de
los mas utilizados, el cual fue seleccionado para este trabajo, es el acido p-

clorofenoxyisobutirico 6 acido clofibrico (PCIB), ya que inhibe los efectos fisioldgicos

inducidos por auxina (MacRae y Bonner, 1953; Burstrém, 1950).

La importancia de las auxinas ha sido estudiada durante muchos afios y sobre todo se ha
establecido muy bien como una hormona por excelencia en la formacién del sistema radical.
Por esta razdn, considerando el fenotipo radical obtenido en las plantulas de chile habanero
cuando se les aplica la mezcla de los D-AAs Val, Leu y Cys, no se puede descartar que su
mecanismo de accion pudiera deberse a que modifiquen los niveles de auxina y que ésta
sea la que provoque el efecto. Por lo tanto, el objetivo de este capitulo fue estudiar la
participacion de las auxinas en los cambios inducidos por la mezcla de D-AAs en la

formacion de RLs.
3.2 MATERIALES Y METODOS
3.2.1 Material vegetal

Se utilizaron semillas de chile habanero (Capsicum chinense) de la variedad naranja,

comercializada por la empresa Séminis y de Capsicum annuum variedad criollo Morelos
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334 (CM 334). Las semillas se desinfestaron, germinaron y las plantulas crecieron como se
describe en la seccion 2.2.1 del capitulo II.

3.2.2 Tratamientos con anti-auxina

Se utilizaron plantulas con 2 + 0.5 cm de longitud de la RP, las cuales se colocaron en el
medio que contenia la anti-auxina, el acido p-clorofenoxy-isobutirico o acido clofibrico
(PCIB), a concentraciones de 0, 10, 20 y 50 pM junto con los tratamientos con los
aminoacidos: NOs + L-AA: 1 mM KNOs + 0.3 mM de la mezcla de L-AAs (0.1 mM Val, 0.1
mM Leu y 0.1 mM Cys) y NOsz + D-AA: 1 mM de KNOs + 0.3 mM de la mezcla de D-AAs
(0.1 mM D-Val, 0.1 mM Leu y 0.1 mM D-Cys).

Para la anti-auxina, se preparé un stock de 100 mM de PCIB en etanol al 100% y se
realizaron las diluciones correspondientes para obtener las concentraciones necesarias. Al
tratamiento testigo, se le agreg6 la cantidad de etanol respectiva. Las plantulas estuvieron
en fotoperiodo a 16 h luz/ 8 h oscuridad a 25°C. Se evalué el crecimiento de la RP,
marcando diariamente a la misma hora y midiendo posteriormente con ayuda de una regla

durante 4 y 10 dias. Igualmente se evalud el nimero de RLs al dia 10 de tratamiento.
3.2.3 Disefio de cebadores para la amplificacion de LBD16 y LBD18 en chile habanero

En Arabidopsis, la familia de factores de transcripcion LBD, especialmente LBD16 y LBD18,
tienen una funcién importante en las etapas iniciales de formacion del PRL y son regulados
por auxina (Peret et al., 2009; Overvoorde et al., 2010). En este trabajo se decidié amplificar
estos genes a partir de las raices de chile habanero y CM 334 y estudiar su posible
aplicacion como marcadores de iniciacion de la formacion de RLs en respuesta a auxina en
estas especies. Para el disefio de cebadores, se utilizaron las secuencias de los genes
reportados para Arabidopsis y con base en éstas, se realiz6 una busqueda de secuencias
similares en la base de datos de Solanaceas Sol Genomics Network

(https://solgenomics.net/). Las secuencias de estos genes, a partir de Solanaceas, se

utiizaron para el disefio de los cebadores, usando el programa Oligo

(https://www.oligo.net/). Las secuencias de estos cebadores se muestran en el cuadro 3.1.
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Cuadro 3.1 Cebadores seleccionados para la amplificacion de los genes LBD16 y LBD18

Cebador Secuencia % G+C
LBD16
F_LBD16_25 TGTGGTGCATGCAAATTYCT 45
F-LBD16_114 TGCAGCCATTCATAAGGTGT 45
R_LBD16_237 CAACACAGCCATAGACAGGA 50
R_LBD16_239 TGCAACACAGCCATAGACAG 50
R_LBD16_648 CATCATCCTAAGAGCC 40
LBD18
F_LBD18_41 GTGGTGCATGCAAGTTTCTY 50
R_LBD18_278 CTGTTGCTGAAGGGWAAAGA 45
R_LBD18_256 TGACCAACACAGCCATAGAC 50

3.2.4 Nivel de transcritos de los genes LBD

Para determinar el nivel de transcritos de los genes LBD, se utilizaron las raices de las
plantulas tratadas con los tratamientos descritos en la seccién 3.2.2. Se realiz6 una
extraccion de ARN total, utilizando el RNeasy® PLant Mini Kit, de acuerdo al protocolo
establecido y en algunos casos, el ARN total fue aislado usando el método de Trizol a partir
de raices de plantulas de chile habanero o CM 334. La sintesis de ADNCc se llevé a cabo
con 1 ug del ARN total, utilizando la enzima transcriptasa reversa SuperScripTM con oligo-

dT, como se describe en el protocolo de manufactura (Invitrogen).

Para la PCR, se utilizaron los cebadores disefiados en el apartado 3.2.3 (Cuadro 3.1). Las
condiciones de la PCR fueron: LBD16: 95°C durante 1 min, 32 ciclos de 94°C durante 30
seg, 52°C durante 30 seg, 75°C durante 40 min, y 72°C durante 10 min y para LBD18: 95°C
durante 1 min, 32 ciclos de 94°C durante 30 seg, 53°C durante 30 seg, y 72°C durante 10
min. Los productos de amplificacién fueron visualizados en un gel de agarosa al 1% (p/v),

teflido con Gel Red o bromuro de etidio.
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3.2.5 Clonacion de los fragmentos amplificados de los genes LBD16 y LBD18 de

Capsicum chinense

Se utilizé ARN total proveniente de raices de plantulas de chile habanero creciendo durante
cuatro dias en el medio que contenia la mezcla de D-AAs y se amplificaron fragmentos por
RT-PCR, tanto para LBD16 como para LBD18, bajo las condiciones descritas en la seccion
3.2.4, los cuales se purificaron con el kit QIAEX 1l Agarosa Gel Extration Protocol (QIAGEN).

Después de la purificacion de ambos fragmentos, se ligaron al vector pJET1.2/blunt,
utilizando el protocolo sugerido para los productos generados con la Taq DNA polimerasa
(extremos cohesivos 3’-dA). Posteriormente, las células competentes de E. coli DH5a se
transformaron con el producto de ligacibn por choque térmico. El cultivo bacteriano
resultante fue plagueado en medio LB s6lido con ampicilina e incubado a 37 °C durante 16
h. Las colonias positivas en una reaccion de PCR para cada gen se subcultivaron en el
medio LB liquido con ampicilina, a 37°C durante 8 h en agitacion (175 rpm), de las cuales
se purificé el plasmido. Las clonas que resultaron positivas por andlisis de PCR se enviaron

a secuenciar a Macrogen Inc. (Corea del Sur).

Los resultados fueron analizados corroborando la secuencia obtenida para C. chinense en
el NCBI mediante un BLAST. Las secuencias en sentido y en antisentido fueron alineadas
en el programa multAlin, verificando que ambas coincidieran y en caso de algin cambio
puntal en la secuencia, éste se verificd en los cromatogramas para seleccionar la base que

correspondiera.

3.3 RESULTADOS Y DISCUSION

3.3.1 Participacién de las auxinas en el crecimiento de la RP mediado por la mezcla
de D-AAs

El sistema radical es fundamental para la supervivencia de las plantas y éste es regulado
por las sefiales ambientales que modifican el estatus hormonal de la planta y a su vez, las
respuestas posteriores de las células y los tejidos (Dong et al., 2018). Una de las hormonas
vegetales que tiene un papel esencial en el desarrollo de las raices es la auxina; y su

participacion ha sido estudiada durante un largo tiempo, mediante el desarrollo de mutantes
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o de farmacos que inhiben su transporte y percepcion.

Anteriormente, se habia observado que el tratamiento que contenia la mezcla de los D-AAs,
Val, Leu y Cys estimulaba el crecimiento de las raices, sobre todo la formacién de las RLs.

Al exponer las raices de chile habanero a los tratamientos con L- y D-AAs y en presencia
de dosis crecientes (0, 10, 20 y 50 uM) de PCIB, no se observaron cambios significativos
en el crecimiento de la RP al cuarto dia, dentro de cada tratamiento y en respuesta a la anti-
auxina, observandose siempre valores mayores en presencia de los D-AAs, en

comparacion con el testigo (L-AA) (Figura 3.1A).

A tiempos largos (10 dias de tratamiento), el PCIB disminuy6 significativamente el
crecimiento de la RP a las dosis més altas y cuando las plantulas crecieron en presencia
de los L-AAs, no asi con el tratamiento con los D-AAs. Debido a ello, se detectaron
diferencias significativas en el incremento de la RP entre las plantulas expuestas a los
tratamientos con L- y D-AAs, a las dosis de 20 y 50 uM del PCIB (Figura 3.1 B).

I NO; + L-AA
m NO; + D-AA

Incremento acumulado en
longitud de RP (m)
Incremento acumulado en
longitud de RP (cm)

0 10 20 50 0 10 20 50
[PCIB] uM [PCIB] uM

Figura 3.1. Incremento en el crecimiento acumulado en la longitud de la RP de chile habanero,
variedad Seminis, con diferentes dosis de PCIB. En la grafica se observa el incremento en el
crecimiento de la RP a los cuatro (A) y 10 dias (B) de exposicion a los tratamientos NOz™ + L-AA y
NOs + D-AA a dosis crecientes de PCIB (0, 10, 20 y 50 pM). Letras diferentes muestran diferencias
significativas entre tratamientos (n=30) (Tukey, P < 0.05).
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Capsicum annuum CM334, una variedad modelo para diversos estudios, especialmente de
interaccion planta-patégeno, fue usada en estos experimentos. Como se puede observar
en la Figura 3.2 A, al cuarto dia de tratamiento el crecimiento de la RP se redujo en
presencia de las dosis de 20 y 50 uM de PCIB cuando las plantulas se expusieron a los L-
AAs, no asi cuando se expusieron a los D-AAs. Esta inhibiciébn desaparecio a un tiempo
més prolongado de exposicién de 10 dias (Figura 3.2 B). Sin embargo, las plantulas
creciendo en presencia de los D-AAs fueron mas sensibles al PCIB, inhibiéndose el
crecimiento de la RP desde dosis de 10 uM de este compuesto al cuarto dia de tratamiento
(Figura 3.2 A). Al dia 10 de tratamiento, la inhibicién en el crecimiento se mantuvo, pero a
partir de la dosis de 20 uM (Figura 3.2 B). Al cuarto dia, las raices tratadas con los D-AAs
alcanzaron practicamente el doble de crecimiento al presentado por aquellas expuestas a

los L-AAs y el efecto estimulatorio se mantuvo al dia 10 de tratamiento (Figura 3.2).
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Figura 3.2 Incremento en el crecimiento acumulado en longitud de la raiz primaria (RP) de Capsicum
annuum variedad CM334 expuesta a dosis crecientes de PCIB. En la grafica se observa el
incremento en el crecimiento de la RP a los 4 dias (A) y a los 10 dias (B) de exposicién a los
tratamientos NOs + L-AA y NOs™ + D-AA a diferentes dosis de PCIB (0, 10, 20 y 50 uM) (n=30). Las
letras diferentes muestras diferencias significativas entre la concentracion aplicada por tratamiento
(Tukey, P < 0.05).

Una acumulacién de auxina en el 4pice de la RP permite el transporte basipetalo y la
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regulacion de varios eventos de desarrollo a lo largo de la raiz (Satbhail et al., 2014). En
plantas de trigo (Hejnowicz, 1961) y de Phleum pratense (Goodwin, 1972) tratadas con
bajas concentraciones de &cido indolacético (AlA), la elongacién de la raiz fue inhibida de
manera transitoria, recuperandose estos valores hasta longitudes iguales o mayores al
testigo. Se ha reportado que el anti-auxina 4,4,4-trifluoro-3-indole-3-butyric acid (TFIBA)
promueve el crecimiento en longitud de la raiz y a su vez, causa una reduccién del grosor
e inhibicion del crecimiento de PRs y RLs (Zhang and Hasenstein, 2000). Sin embargo,
PCIB inhibe el crecimiento de la raiz en Arabidopsis y la sintesis de etileno, pero sus efectos

SON Menos severos que con otros anti-auxinas (Ono et al., 2003).

3.3.2 Participacion de las auxinas en la induccion de RLs mediado por la mezcla de
D-AAs

El numero de RLs en presencia de los tratamientos de NO3s + L-AA y NO3 + D-AA, con o
sin el anti-auxina PCIB, se presentan en la Figura 3.3 A. El maximo de RLs desarrolladas
fue de aproximadamente cuatro para Seminis. Para este lote de semillas no se presentaron
diferencias entre los tratamientos con L y D-AAs. Cuando se agregd el PCIB, esta
produccién disminuy6 1.3 veces para las concentraciones de 10y 20 uM, y tres veces para
el tratamiento con 50 uM. Sin embargo, este efecto fue observado para los dos tratamientos

con los AAs.

La variedad de C. annuum CM334 produjo un mayor nimero de RLs y fue mas responsiva
a los tratamientos con D-AAs (Figura 3.3 B). Estos compuestos aumentaron el nUmero de
RLs aproximadamente un 50 % mas en comparacion con el testigo con los L-AAs. Al
adicionar la anti-auxina PCIB, el numero de RLs disminuyé conforme aumenté la
concentracion de este compuesto y esta disminucién fue méas drastica cuando las raices
estuvieron en presencia de los D-AAs (Figura 3.4B). A la dosis de 50 uM de PCIB, se
observo la mayor inhibicion, siendo ésta de un 90 y 70% con los D- y L-AAs,

respectivamente (Figura 3.3 B).
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Figura 3.3 Efecto del PCIB sobre la formacién de RLs. En este experimento se utilizé la mezcla de
los D/L-AAs, anteriormente descrita, mas PCIB a dosis individuales de 0, 10, 20 y 50 uM. Se evalu6
el numero de RLs a los 10 dias posteriores al tratamiento para chile habanero var. Seminis (A) y para
Capsicum annuum var. CM334 (B). Letras diferentes representan diferencias significativas entre los
tratamientos bajo las diferentes dosis (Tukey, p< 0.05).

Estos efectos también se pueden corroborar en la Figura 3.4, en la cual se observa la
diferencia en el desarrollo de las RLs para ambas especies, cuando son expuestas a los
tratamientos con NOs + L-AA y NOz + D-AA, siendo mas favorable para CM334 con los D-
AAs. De manera interesante, se pudo observar que la presencia de PCIB no soélo inhibié6 la
formacion de RLs, sino que favorecio la formacién de PRs, particularmente en CM334 y
este efecto fue independiente de los tratamientos con AAs (Figura 3.4). lgualmente, como
se observa para esta especie, la apertura de los cotiledones y el desarrollo de la parte aérea
de la planta estimulado por los D-AAs fue completamente inhibido en presencia de las dosis

mas altas de PCIB.

Existen reportes del efecto del PCIB en plantulas de Arabidopsis, en las cuales igualmente
se observa una inhibicién del nimero de RLs. Esta inhibicion es contraria al efecto de las
auxinas que promueven y participan en las diferentes etapas del desarrollo de las RLs; se

ha visto que 10 uM AIA restablecen el fenotipo causado por PCIB (Zhao y Hasenstein,
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2009).

El PCIB también se ha utilizado para contrarrestar el efecto de la auxina endégena en los
tejidos embriogénicos, promoviendo la maduracion de embriones en coniferas como Pinus
sylvestris y Abies nordmanniana (Abrahamsson et al., 2012), donde se sefiala que los
efectos de PCIB dependen tanto de la concentracion como del momento de aplicacion del
compuesto (Carneros et al., 2017; Vondrakova et al., 2011).

Ademas, se sabe que el PCIB inbibe fuertemente el crecimiento en presencia de nutrientes,
por lo que se sugiera que su accion es dependiente del tipo de especie y estado fisioldgico
(Oono et al., 2003). Entonces, el fenotipo observado con la presencia de los D-AAs, en
cuanto al incremento del nimero de RLs, pudiera estar mediado por auxina, aunque no

sean solamente estas moléculas las que regulen la respuesta.

NO, + L-AA NO," + D-AA

Seminis CM334 Seminis CM334

[PCIB] uM
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Figura 3.4 Iméagenes representativas del efecto del PCIB sobre la formacion de RLs. Las
imagenes demuestran las diferencias en el numero de RLs para Seminis y CM334 cuando
se exponen a los tratamientos con NOs™ + L-AA 0 NOs + D-AA y su comportamiento en
presencia o ausencia de la anti-auxina PCIB.

3.3.3 Identificacién de genes putativos LBD16 y LBD18 en el genoma de Capsicum

Para la identificacicién de los genes LBD16 y LBD18 se procedié a la busqueda de la
secuencia codificante para estos genes en el genoma de Capsicum annuum, usando a las
secuencias respectivas de Arabidopsis. Se realizé un BLASTn en la base de datos Sol
Genomics Network y corroborando en el NCBI, obteniendo Unicamente dos secuencias
putativas para LBD16, de las cuales se seleccioné la CA03g10850 por presentar el mayor
porcentaje de similitud con la de Arabidopsis (Cuadro 3.2). Esta blusqueda se realiz6 en el
genoma de Capsicum annuum debido a que era el genoma disponible en ese momento,

puesto que no habia sido reportado el de chile habanero.

Cuadro 3.2 Secuencias utilizadas para la seleccién del gen putativo de LBD16 para Capsicum

Secuencia No de Accesion % Similitud Tamano (pb) Tamaiio (aa)

LBD16

Arabidopsis AT2G42430 738 246
Capsicum annuum CA03g10850 84.35 672 224
CA06g27850 83.72 618 206

Ademas, de acuerdo con la base de datos Sol Genomics se encontraron secuencias
codificantes para este gen con similitud para algunas Solaneceas. Utilizando todas estas
secuencias y la obtenida para Capsicum, se realiz6 un alineamiento con el programa
MultAlin (Corpet et al., 1988) para poder seleccionar las regiones en donde se disefiarian
los cebadores. En la Figura 3.5 se presenta la imagen obtenida del alineamiento de estas
secuencias y las regiones donde se seleccionaron los cebadores. Los porcentajes de
similitud de la secuencia de Arabidopsis con las de Solanéceas fueron de 66.45%, 69.37%,
70.28% y 64.04% con la de Capsicum annuum, Nicotiana sylvestris, Nicotiana

tomentosiformis y Solanum lycopersicum, respectivamente.
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Figura 3.5 Alineamiento de LBD16 de diferentes solanaceas y su comparacion con la secuencia de
Arabidopsis. Ca: Capsicum annuum, Ns: Nicotiana sylvestris; Nt: Nicotiana tomentosiformis; Sl:
Solanum lycopersicum. Las lineas sefialas en azul corresponden a la posicion de los cebadores en
sentido y las lineas en amarillo a los antisentido. En la parte superior izquierda se indica el porcentaje

de similitud obtenido con la secuencia de Arabidopsis.

Para el LBD18, se realiz6 el mismo procedimiento descrito anteriormente. Con base en la
secuencia reportada para Arabidopsis, se realizé una blsqueda de las posibles secuencias
en Sol Genomics Network. Para este gen, Unicamente se encontré una coincidencia con

Capsicum annuum y las demas fueron entre otras especies de Solanum.

El porcentaje de similitud que presentaron con relaciéon a la de Arabidopsis, fue de 63.83,
62.45, 62.96 y 62.83% con las de Capsicum annuum, Solanum tuberosum, Solanum
pennelli y Solanum lycopersicum, respectivamente (Figura 3.6). Cuando se realizo el
alineamiento con diferentes secuencias de la base de datos de Solanaceas, solamente se
observo un pequefio sitio con zonas conservadas donde se procedié a proponer los oligos

para el LBD18, obteniendo tres cebadores, uno en sentido y dos en antisentido, todos con
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una longitud de 20 pares de bases, descritos en Materiales y Métodos. Se destaca que las
secuencias encontradas en las Solanaceas siempre fueron menores a la reportada para

Arabidopsis (Figura 3.6).
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Figura 3.6 Alineamiento de LBD18 de diferentes solanaceas y Arabidopsis. Ca: Capsicum annum,
St: Solanum tuberosum; Sp: solanum pennellii; SI: Solanum lycopersicum. Los cebadores se sefialan
en las lineas azules (en sentido) y en las amarillas (en antisentido). Los porcentajes de similitud con
Arabidopsis se sefialan a la parte superior izquierda.

Para amplificar los fragmentos de estos genes a partir de tejido de chile habanero, se usé
como material de partida el cDNA sintetizado a partir del ARN total de raices de plantulas
de ocho dias de edad tratadas con 20 uM AIA durante ocho horas. En la Figura 3.7 se
muestran los resultados de la amplificacion por PCR, usando las dos combinaciones de
cebadores para ambos genes. Los tamafios de cada fragmento coincidieron con los
esperados para LBD16 (643 pb y 554 pb usando las combinaciones de los cebadores F25-
R648 y F114-R648, respectivamente) y para LBD18 (235 pb y 257 pb para la combinacion
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de cebadores F41-R256 y F41-R278, respectivamente)

A) LBD16 B) LBD18

MM F25-R648 C- F114-R648 C- MM F41-R256 C- F41-R278 C-

Figura 3.7 Amplificacion por PCR de los cebadores de los genes LBD16 y LBD18. En A se observa
el juego de cebadores para LBD16 con los cebadores F25-R648 y con los cebadores F114-R648,
acompafiados cada uno en el carril contiguo del testigo negativo sin ADNc. En B se presenta la
amplificacion de los cebadores para LBD18 de los cebadores F41-R256 y cebadores F41-R278,
cada uno con un testigo negativo, en el carril contindo. MM: marcador molecular de 1 Kb. ADNc de

raizes de Capsicum annuum.

Para demostrar que estos transcritos eran inducidos por auxina exégena, como sucede en
Arabidopsis, las plantulas de chile habanero fueron expuestas o no, a esta fitohormona
durante ocho horas y se llevo a cabo la amplificacion por RT-PCR a partir de ARN de las
raices. Como se observa en la figura 3.9, los niveles de transcritos de ambos genes se
incrementaron en las raices tratadas con la auxina y LBD16 presenté mayores niveles de

transcritos que LBD18.

-AlA  +AIA C+ C- pb

LBD16 554

LBD18 235

Figura 3.8 Nivel de transcritos de los genes LBD16 y LBD18 en respuesta a AlA. Se amplificaron los
genes por PCR a partir de ADNc de raices de chile habanero tratadas o no con AlA. Se utilizo el
juego de cebadores para LBD16 (F114-R648) y para LBD18 (F235-R256). Testigo positivo (C+):
ADNCc +AIA, testigo negativo (C-): sin ADNc.

Estos resultados demuestran que ambos genes pueden ser regulados por auxinas en la
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raiz de chile habanero, tal como ocurre en Arabidopsis. Estos genes también fueron

clonados a partir de raiz de chile habanero para verificar si su secuencia correspondieria a

la esperada. Para LBD16, la secuencia obtenida presenté un 99% de identidad con la de

C. annuum con un tamaifo de 549 pb (Figura 3.9).
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GTA-GTAGTAGCAGGAAGAGACC=========TTCTCAATCTGAGCTGGGTGARCT TCARGCATTGGCTCTTAGGATGATGARRAGCTAR
GTA-GTAGTAGCAGGAAGAGACC=========TTCTCARRCTGAGCTGGGTGAGCT TCARGCATTGGCTCTTRGGATGAT
GtA,gTagTAgCAgGAAGAGACC. . 44444 .. TTcTcaaact GAgcTgGGTGAGCTTCARGCATTGGCTCTTAGEATGATgaa,  a.claa

Figura 3.9 Alineamiento de las secuencias de LBD16 de Arabidopsis thaliana (AtLBD16), C. annuum

(CaLBD16) y el fragmento clonado de C. chinense (CcLBD16). Los datos de las secuencias fueron

corroborados en el NCBI mediante un Blastn.

Para la secuencia correspondiente a LBD18 a partir de las muestras de C. chinense, se

obtuvo un fragmento de 235 pb con un 99% de identidad con la reportada para C. annuum.

Esta secuencia correspondia al tamafio esperado, al igual que los cebadores anteriormente

disefiados para C. annuum fueron identificados en la secuencia (Figura 3.10).
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CalBD16 TGTCTATGGCTGTGTTGCACATATTTTTGCCTTACAACARCAGGTAGCATACCTTCAAGCTCARCTTATGCARGCGAAGACTCAG==---CTGGCACAAAGTTTACT=-----CARCARTTCAAGARAT=--=
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CalBD16 TCAGARAATTCTTATCCTCAATGGTC=-=-=CARCGATATTGCATCA=TCAGTTGGGCTARTGGCGTCATCTTTCCCAACARATAATARCARTAATCCARCATATACTATGAACTC===CAATTC===CTC
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CalBD16 ACCACAGAGTTCACTTGAA---TCATTAGAACATTATAGTGATGGAATGAATARCARTARTARTGTGCARGAGATACAGAGTCmmmm=x GAGATCARATGTTTTATCATCAAGG===== GGCCTATAGTA
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ALLBD16 GGATATCCTARCARGAAGAGATCAGTGAGTTATTGTAGTAGCGATTTAGGTGAGCTTCAGGCTTTGGCTCTTAGARTGATGARGARCTAR

CalBD16 GTA-GTAGTAGCAGGARGAGACC=- =TTCTCARTCTGAGCTGGGTGARCTTCAAGCATTGGCTCTTAGGATGATGARAAGCTAR
CcLBD16 GTA-GTAGTAGCAGGAAGAGACC- =TTCTCARACTGAGCTGGGTGAGCTTCARGCATTGGCTCTTAGGATGAT

Consensus GtA,gTagTAgCAgGAAGAGACC . 4 sy ... . TTcTcaaact GAgeTgGGTGAGCTTCAAGCATTGGCTCTTAGEATGATgaa, 8. ctaa

Figura 3.10 Alineamiento de las secuencias de LBD18 de Arabidopsis thaliana (AtLBD18), C.
annuum (CaLBD18) y el fragmento clonado de C. chinense (CcLBD18). Los datos de las secuencias

fueron corroborados en el NCBI mediante un Blastn.

Diferentes factores genéticos participan en la regulacién de los eventos de iniciacién de las
RLs y algunos de ellos son regulados por auxinas; principalmente la sefializacién de
auxinas mediada por AUXIN RESPONSE FACTOR, ARF7 y ARF19, y el represor
auxin/indol-3- acetic acid (Aux/IAA), incluyendo SOLITARY ROOT (SLR)/IAA14. Las
auxinas aceleran la degradacion de las proteinas Aux/IAA, tales como SLR/IAA14,
reprimiendo la funcién de ARF7 y ARF19 como activadores transcripcionales. A su vez,
ARF7 y ARF19 activan la transcripcion de LBD16 y LBD18, que también podrian activar

una red transcripcional rio abajo para la iniciacién de RLs (Okushima et al., 2007).

Estas proteinas son las que regulan los eventos de iniciacion de las RLs mediados por
auxinas, pero Unicamente han sido caracterizados en Arabidopsis. Los resultados obtenidos
en este trabajo corroboran que la expresion de estos genes en las raices de chile habanero

también es regulada por auxina.
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Este resultado, ademas de su similitud en secuencia, sugiere que las secuencias
localizadas en Capsicum son candidatos para LBD16 y LBD18, como su contraparte de
Arabidopsis.

3.3.4 Evaluacion del nivel de transcritos de los genes LBD en respuesta a auxina en

raices tratadas con la mezcla de D-AAs

La proteina LBD16 participa en la iniciacion de la migracion nuclear y las divisiones
asimétricas en la etapa de iniciacion del primordio de RLs, mientras que la LBD18 esta
involucrada tanto en las primeras etapas de desarrollo de las RLs, asi como durante la

emergencia de éstas (Goh et al., 2012; Berckmans et al., 2011).

Como ambos genes son inducidos por auxina en las raices de chile habanero y su
participacion esta relacionada en el desarrollo de las RLs, demostrado en Arabidopsis, en
este trabajo se usaron para profundizar en el papel de las auxinas en la respuesta de chile
habanero a la mezcla de los D-AAs Val, Leu y Cys. Para determinar si el efecto de la mezcla
de los D-AAs era influenciada por auxinas, se expusieron las raices de chile habanero a los
tratamientos con estos compuestos durante un curso temporal de 24, 48, 72y 96 h, y el

ARN fue extraido a partir de las raices. Como testigo, se utilizé a la mezcla con L-AA.

En las plantulas de chile habanero Seminis, no se observaron cambios en los niveles de
transcritos de LBD16 y LBD18 con relacion a los tratamientos con AAs a los diferentes
tiempos de exposicion a los tratamientos. Unicamente a las 96 h se logr6 observar un ligero
aumento en los niveles de transcritos de LBD18, mientras que lo contrario fue observado
para LBD16 (Figura 3.11). Esta respuesta pudiera deberse a la variabilidad bilégica dentro
de esta variedad.
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Figura 3.11 Nivel de transcritos de los genes LBD16 y LBD18 en raices tratadas conL-AA y D-AA.
Se amplificaron los genes por PCR a partir de ADNc de raices de chile habanero tratadas con L-AA
y con D-AA Se utiliz el juego de cebadores para LBD16 (F114-R648) y para LBD18 (F41-R256). En
el gel de agarosa se observa en el carril 1: To, raices sin tratamiento de aminoacidos; en el carril 2
y 3: raices tratadas con L-AA y D-AA, respectivamente a las 24h, en el caril 4 y 5: raices tratadas
con L-AA y D-AA a las 48h, en el carril 6 y 7: raices tratadas con L-AA y D-AA a las 72h, en el carril
8 y 9: raices tratadas con L-AA y D-AA a las 96h. Testigo negativo (C-): sin -ADNc, testigo positivo
(C+): ADNc+AIA. Como control interno de las reacciones de PCR se utilizé el gen constitutivo de

tubulina.

Conociendo que la variedad CM334 de C. annuum, la cual respondi6 a los tratamientos con
D-AAs, se dicidié evaluar los niveles de transcritos para ambos genes en las raices de
plantulas expuestas por 10 dias a la mezcla de los D-AAs. Los niveles de transcritos para
ambos genes aumentaron en las raices expuestas a los D-AAs, comparadas con las
tratadas con los L-AAs en esta especie (Figura 3.12). El tratamiento con la anti-auxina PCIB
abolié el aumento del nimero de RLs observado anteriormente con los D-AAs, comparada
a las raices tratadas con los L-AAs (Figura 3.3 B y 3.4). Para conocer el efecto de este
tratamiento sobre los niveles de transcritos de estos genes, se evaluaron los mismos en las
raices expuestas a los tratamientos con los aminoacidos en presencia de 50 uM PCIB. No
se observaron cambios significativos en los niveles de transcritos de LBD16 cuando las
raices fueron tratadas con la anti-auxina, manteniéndose el efecto estimulatorio provocado
por los D-AAs sobre los niveles de transcritos de este gen. En cambio, los niveles de
transcritos de LBD18 disminuyeron significativamente en las raices expuestas a PCIB,
desapareciendo totalmente el aumento provocado por los D-AAs, comparado con el
tratamiento de los L-AAs (Figura 3.12).
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50 uM PCIB
L-AA D-AA L-AA D-AA C- C+ pb
554

LBD16

LBD18 235

Figura 3. 12 Niveles de transcritos de los genes LBD16 y LBD18 en raices de CM334 en presencia

0 ausencia de PCIB. Se amplificaron los genes por PCR a partir de ADNc de raices de la variedad
CM334 tratada durante 10 dias con las mezclas de L- y D-AAs en presencia o ausencia de 50uM de
PCIB. Se utilizé el juego de cebadores F114-R648 y F41-R256 para amplificar a LBD16 y LBD18,
respectivamente. C-: testigo negativo (-ADNc), C+: testigo positivo (ADNc +AlA). Como control

interno de las reacciones de PCR se utilizé el gen constitutivo de tubulina.

Como se ha descrito en los apartados anteriores, los procesos de desarrollo de las RLs
estan enteramente regulados por auxinas. A nivel transcripcional, la expresion de los genes
LBD16 y LBD18 es clave para la iniciacién, cada uno con un papel diferente. La proteina
LBD16 esta relacionada con eventos de iniciacién de RLs (Okushima et al., 2007) y LBD18

estd mas relacionada con la emergencia de las RLs (Lee et al., 2013).

Los resultados obtenidos en la variedad CM334 sugieren que en el efecto de los D-AAs
sobre el desarrollo de RLs podrian participar las auxinas. La proteina LBD18 parece tener
un papel importante en esta respuesta, ya que los niveles de transcritos del gen que la
codifica disminuyeron en presencia de PCIB, el cual abolié el efecto estimulatorio de estos
compuestos sobre la produccién de RLs. Sin embargo, este comportamiento no ocurrié con
LBD16, probablemente por la falta de LBD18 u otra proteina rio abajo de LBD16. Lee et al.
(2017) mencionan que LBD16 y LBD18 forman un heterodimero para desencadenar el

desarrollo de las RLs.

Por otra parte, se ha visto que la accion del PCIB puede variar segun el tipo de célulay la
zona de la raiz, asi como de la especie y estado fisiolégico de la planta como se observd

en linaza en donde se promove el crecimiento de la raiz, contrario a Arabidopsis en donde
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se inhibié (Zhao et al., 2010). Un aspecto a tener en cuenta es que la expresion de estos
genes puede ser llevada a cabo en tipos celulares y zonas de la raiz especificas (Porco et
al., 2016), y en nuestro estudio, se usé el 6rgano completo, lo cual puede enmascarar el

resultado de expresion de los mismos.

Otros genes LBD que fueron reportados en Arabidopsis también son regulados a nivel
transcripcional por auxinas y sus productos proteicos participan en dicha respuesta. Por
ejemplo, LBD29 es un factor de transcripcion involucrado en la emergencia de las RLs,
actuando en etapas posteriores a LBD18 (Porco et al., 2016). LBD33 juega un papel similar
al LBD18, regulando el ciclo celular y al factor de transcripcion E2Fa (Goh et al., 2012);
mientras que LBD13 esta involucrado en la emergencia y elongacién de las RLs (Cho et al.,
2019). También, el LBD14 controla la formacion de las RLs mediado por ABA (Jeon y Kim,
2018). Sin embargo, a pesar de las variaciones en los resultados esperados, ésto
representa un acercamiento en la via de accién de la mezcla de los D-AAs sobre el
crecimiento de la raiz. Este estudio sienta algunas bases para futuras investigaciones en

relacién entre las auxinas y los D-AAs para regular el desarrollo de las RLs en esta especie.
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CAPITULO IV

ESTUDIO DE LA PARTICIPACION DE LOS RECEPTORES DE GLUTAMATO EN
LAS RAICES EXPUESTAS A LA MEZCLA DE LOS D-AAs VAL, LEU Y CYS

4.1 INTRODUCCION

Los GLR son proteinas que tienen una alta homologia en secuencia y estructura a los
receptores de glutamato del tipo ionotrépico de mamiferos (iIGLUR). Los receptores
funcionales forman un tetrdmetro, donde cada subunidad contiene dos dominios de union
a ligando (S1y S2), cuatro dominios transmembranales (M1 a M4), siendo M2 la region del
poro, la cual atraviesa parcialmente la membrana (Davenport 2002). Cuando un agonista
se une a su sitio de unién, provoca un cambio conformacional en el receptor y se abre el

poro, desencadenando la entrada de Ca?".

Desde el descubrimiento de los GLR en el genoma de Arabidopsis hace 21 afios (Lam et
al., 1998), se han encontrado en Chlamydomonas, clorofitas, musgos, helechos,
gimnospermas y plantas con flores (De Bartoli et al., 2016). Hasta la fecha, en Arabidopsis
se sabe que esta familia se compone de 20 genes agrupados en tres clados diferentes
(Chiu et al., 2002; Chiu et al., 1999), al igual que en Solanum lycopersicum donde se
descubrieron 13 genes (Aouini et al., 2012). Por otro lado, en Oryza sativa se conocen 24
genes gue se agrupan en cuatro clados (Singh et al., 2014; Li et al., 2006), ademas de otras
especies como Raphanus sativus donde se conoce sélo un gen (Kang et al., 2004) y uno

en una graminea silvestre (Li et al., 2013).

En las plantas, estas proteinas participan en diferentes funciones como el balance carbono:
nitrdgeno (Kang et al., 2004), la biosintesis y sefializacion de ABA (Kong et al., 2015), el
gravitropismo en las raices (Miller et al., 2010), la iniciacion de las RLs (Vincill et al., 2013),
el desarrollo radical (Singh et al., 2016), el crecimiento del tubo polinico (Michard et al.,
2011), la germinacioén de semillas (Kong et al., 2015), entre otros. Inicialmente, se creia que
estas proteinas se localizaban exclusivamente en la membrana plasmatica; sin embrago,
ya se han detectado también en las membranas de cloroplastos y mitocondrias (Teardo et

al., 2015), las endomembranas de las células espermaticas y la membrana vacuolar
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(Wudick et al., 2018). Estos resultados sugieren que estas proteinas presentan una amplia

diversificacién en funciones en las plantas.

Aungue los agonistas de estos receptores estan bien establecidos en los mamiferos, en las
plantas, ain son desconocidos. Se sabe que el L-Glu causa despolarizacion de la
membrana plasmatica y un flujo de Ca?* en las raices de Arabidopsis y se ha sugerido que
actlia sinérgicamente con la Gly (Brenner et al., 2006). Otros AAs que inducen cambios en
el potencial de membrana y en la concentracion de Ca?* intracelular son la L-Ala, L-Ser, L-
Asn, L-Cys y glutationa (y-glutamil-cisteinil-Gly), los cuales también se sugieren como

posibles agonistas de estas proteinas (Qi et al., 2006).

Ademas de los estereoisémeros L, los D-AAs también parecen tener la capacidad de ser
agonistas de los GLR, igual a lo que ocurre para mamiferos (Hamase et al., 2009; Huang
et al., 2006). Se ha demostrado que la D-Ser es un agonista de los GLRs AtGLR1.2 y
AtGLR3.7 y la activacién de estas proteinas por el D-AA favorece el crecimiento del tubo
polinico de Arabidopsis (Michard et al., 2011).

Por lo tanto, uno de los objetivos del trabajo fue estudiar la posible participacion de los GLR
en la respuesta de los D-AAs sobre el crecimiento radical de chile habanero. Una forma de
estudiar los GLRs es por medio del flujo de entrada de Ca?*, que puede ser cuantificado por
la técnica de medicion de flujo de iones por microelectrodos no invasivos (MIFE ™), que
permite la cuantificacion de los flujos netos de varios iones con alta resolucion espacial
(varios pym) y temporal (aproximadamente 5 s). La técnica MIFE se ha convertido en una
herramienta para estudiar las respuestas adaptativas de las células y tejidos vegetales a
una gran cantidad de condiciones como el estrés abidtico y bidtico o para mapear los
perfiles de flujo de iones de la raiz, asi como estudiar la cinética del flujo de iones transitorios
(Su et al., 2019; Shabala et al., 2012).

En las plantas los GLR actian como canales catiénicos no selectivos, es decir que permiten
la entrada de diferentes iones, mayoritariamente de Ca?*. Este flujo es activado cuando el
0 los AAs agonistas se unen al sitio de union al agonista. Como se ha visto para las plantulas
de Arabidopsis cuando se les adiciona 1 mM de L-Glu, se estimula un incremento en el Ca?*

citosdlico, lo que causa una despolarizacion de la membrana de las células del 4pice de la
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raiz y la posibilidad de una activacién secundaria del influjo de Ca?* por la captacion de Glu
(Davenport 2002).

Por otra parte, como se describié en el capitulo anterior, el lote de semillas de chile
habanero Seminis comenz6 a presentar problemas de germinacién, asi como de
variabilidad biol6gica, perdiendo la clara respuesta a los D-AAs que habia presentado al
inicio de este trabajo. Ademas, la empresa SEMINIS dejo de surtir estas semillas, las cuales
eran consideradas no certificadas. Por ello, se decidi6 usar tres variedades de chile

habanero yucatecas, previamente certificadas para estudiar la participacion de los GLR.
4.2 MATERIALES Y METODOS
4.2.1 Material vegetal

Se utilizaron semillas de chile habanero (Capsicum chinense) de tres variedades originarias
de Yucatan, proporcionadas por la Unidad Productora de Semillas (UPS): dos de fruto rojo

(Mayan Chac y Mayan Kisin) y una de fruto naranja (Mayan Baalché).
4.2.2 Condiciones de crecimiento y tratamientos con aminoacidos

Las semillas de chile habanero se desinfestaron como se describe en materiales y métodos
del Capitulo Il. Después de cinco dias de imbibicion, las semillas se colocaron para su
germinacion en cajas de Petri de cristal, que contenian una capa de algodon y papel filtro

humedecido con 10 ml de agua destilada estéril, a 25°C en condiciones de oscuridad.

Para evaluar el crecimiento de las variedades de chile habanero expuestas a los
tratamientos con AAs, las semillas germinadas se colocaron en cajas de Petri cuadradas
con medio basal N organico: 23 mM de &cido 2-(N morfolino)-etanosulfénido (MES), pH 5.8,
sacarosa al 0.5 % (p/v), agar-agar al 1 % (p/v) y sales del medio B5 (Gamborg et al., 1968)
1:50. Las cajas se colocaron en posicion vertical en oscuridad a 25°C, hasta que la RP
alcanzara 2.2 £ 0.5 cm de longitud, entonces las plantulas fueron transferidas al medio de

tratamiento correspondiente.

Las fuentes de N orgénicas utilizadas para los tratamientos fueron una mezcla de los tres

amino&cidos previamente estudiados, Leu, Val y Cys en forma L y D. Se incluyé como
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fuente principal de N 1 mM KNO:s. Los tratamientos con las fuentes de N organicas quedaron
estructurados de la siguiente manera: NI, 1 mM KNO3z + 0.3 mM NH4CI, 1 mM KNO3 + 0.3
mM L-AA [mezcla de L-Leu, L-Val y L-Cys (99%; Sigma—Aldrich), a una concentracion de
0.1 mM cada uno, T1]y 1 mM KNO3 + 0.3 mM D-AA [mezcla de D-Leu, D-Val y D-Cys (99%;
Sigma—Aldrich) a una concentracion de 0.1 mM cada uno, T2]. El experimento fue
conducido en un cuarto de cultivo en condiciones controladas (fotoperiodo 16 h luz/8 h
oscuridad a 25 °C). En todos los tratamientos la parte superior del medio fue removida de

forma tal que solo la raiz quedé expuesta al medio.

En este experimento se evalud el crecimiento de la RP diariamente hasta el dia diez de
tratamiento, punteando siempre a la misma hora. Se determiné la longitud total de la RP al
dia cinco y diez, asi como el nimero y longitud de RLs al décimo dia de tratamiento. Las
longitudes de la RP y de las RLs fueron determinadas con una regla. Las cajas de Petri
fueron escaneadas diariamente en un escaner (HP scanjet 3670). Se utilizaron diez cajas

de Petri por tratamiento, cada una conteniendo seis plantulas (n=60 plantulas).

4.2.3 Determinacion del nivel de transcritos de los GLRs en plantulas expuestas alos
D-AAs

Se determiné el nivel de transcritos de los GLR en hoja y raiz de las variedades Mayan
Chac, Mayan Kisin y Mayan Baalché tratadas con la mezcla de AAs Val, Leuy Cys. EI ARN
total fue aislado a partir de los tejidos de las plantulas sometidas durante 10 dias a los
tratamientos, con el RNeasy®Plant Mini Kit (QIAGEN, Cat 74903). La sintesis de cDNA se
llevé a cabo utilizando la transcriptasa reversa SuperScrip™y oligo-dt (Invitrogen). A partir

del cDNA obtenido se amplificaron los diferentes genes por RT-PCR.

Previamente, en nuestro laboratorio fueron identificadas 12 secuencias en el genoma de C.
annuum que presentaron alta identidad con los GLR de Arabidopsis y tomate y que, de
manera similar a éstas, fueron agrupadas en tres clados en el analisis filogenético (datos
no mostrados). A partir de ellas, se disefiaron cebadores que amplificaban la region del
dominio de union al ligando S2 de estos receptores, localizada entre los dominios
transmembranales M3 y M4. Para este trabajo, se decidi6 estudiar Unicamente a los

representantes del clado | y lll, dado que fueron los que se expresaron en mayor porporcion
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en estudios preliminares (datos no mostrados). En el cuadro 4.1 se presentan las
caracteristicas de los cebadores usados.

Cuadro 4.1 Caracteristicas de los cebadores de los GLR. En el cuadro se describe la nomenclatura
de los cebadores utilizados y su secuencia, asi como su temperatura de alineamiento y el tamafio

del amplicén resultante.

Cebadores Secuencia del cebador Tm (°C) Tamafio
frag(::tlanto
(pb)
GLR1.1fwd TCAAGCCAGAGAACATCAAG 513 306
GLR1.1rev CAACTGATGAAGAAGAGCAA
GLR1.2fwd GGACGATTATCCAAAGGAAC r 526 195
GLR1.2rev GAGGCTATCTGTTTCATCGG
GLR3.1fwd GACATTCTCAACATAGCTCCA 505 113
GLR3.1rev TCATCAACAACTGCCATCAC
GLR3.2fwd AGAAAGGTCCGCAAGGTGGT f 56.4 209
GLR3.Zrev TTGGAGGTCGCCGTTTTCTG
GLR3.3fwd TGCAGAACGGTATTTGGAG i 541 337
GLR3.3rev GTCTAAACTGCACGCACTTC
GLR3.4fwd TCATTGGGGAGCTACGTGTT r 526 266
GLR3.4rev TGACAGTTGAAGGATAGCAG
GLR3.5fwd TCAGTTGGGTTCATTTGCTC 526 270
GLR3.5rev TGTCAATAGCGAGAGGAGAG

Las condiciones para la amplificacion de los fragmentos por PCR fueron las siguientes:
GLR1.1: 95 °C durante 1 min, 94 °C durante 30 s, 53°C durante 30 s, 75 °C durante 25 s
por 35 ciclos y 72 °C durante 10 min; GLR1.2: 95 °C durante 1 min, 94 °C durante 30 s,
56°C durante 30 s, 75 °C durante 25 s por 35 ciclos y 72 °C durante 10 min; GLR3.1: 95 °C
duranre 1 min, 94 °C durante 30 s, 50 °C durante 30 s, 75 °C durante 15 s por 35 ciclos y
72 °C durante 10 min; GLR3.2-3.5: 95 °C durante 1 min, 94 °C durante 30 s, 53°C durante
30 s, 75 °C durante 25 s por 35 ciclos y 72 °C durante 10 min.

Todos los productos de PCR fueron visualizados en un gel de agarosa al 1.5% (p/v) tefiido
con bromuro de etidio. Como testigo de carga, se utiliz6 a la tubulina (F-5
'GACCTTGAATCGGCTTATGG 3'y R-5 TATCCTGGGTGAACGCTTTG 3)).
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4.2.4 Determinacion del flujo neto de Ca?* por la técnica MIFE

Estas determinaciones fueron realizadas en la Universidad de La Ciénega del Estado de
Michoacan de Ocampo en el laboratorio del Dr. Isaac Zepeda Jazo. El flujo neto de Ca?*
fue medido por la técnica no invasiva MIFE (Microelectrode lon Flux Estimation) en
plantulas de la variedad Mayan Chac. Para ello, las plantulas crecieron en condiciones in
vitro en el medio NO: 23 mM de acido 2-(N morfolino)-etanosulfonido (MES), pH 5.8,
sacarosa al 0.5 % (p/v), agar-agar al 1 % (p/v) y sales del medio B5 (Gamborg et al., 1968)
1:50, en condiciones de oscuridad a 25°C, hasta que la RP alcanzé 6 + 0.5 cm de longitud.
Cuando obtenian el tamafio adecuado, se colocaron en una camara de medicién donde

fueron inmovilizadas (Figura 4.1).

Figura 4.1 Medicion del flujo de Ca?* mediante la técnica MIFE. En la figura se observa el electrodo
para la medicién del flujo de Ca?* al cual se le realizé el back-filling (A), posteriormente las plantas
se inmovilizaron en la camara de medicién (B), la cual se coloco en el microscopio invertido donde

se registraron los flujos de Ca?* (C).

La camara para las mediciones se adapt6 para un volumen de 3 ml de solucién de medicion
(0.5 mM KCI, 0.1 mM CaClz, 2 mM Tris, 5 mM MES a pH6). Las raices se dejaron 1 h en
incubacion para su estabilizacion (Figura 4.1B). Para las mediciones, se utilizé un electrodo

selectivo a Ca?* que previamente se preparé mediante estiramiento, corte y secado del
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cristal y posterior recubrimiento con tributil clorosilano. Al electrodo se le realiz6 el back-
filling con 500 mM de CaCl., y éste fue colocado en contacto con la resina ion selectiva (LIX
de Calcio/ (-) -(R, R)-N, NO- (Bis (11-etoxicarbonil) undecil)-N, NO-4,5-tetrametil-3,6-
dioxaoctanodiamida), para el llenado de la punta (Figura 4.1B). Después, los electrodos
fueron calibrados utilizando soluciones estandares con concentraciones de Ca%* 100, 250
y 500 puM, hasta obtener una correlacion superior a 0.999 para iniciar con la medicion de
los flujos de Ca?*.

Cada una de las mediciones se realizé a una distancia de 2 cm por arriba del apice de la
raiz, colocando el electrodo selectivo a una distancia de separacion de 50 uym de la raiz.
Los valores se registraron de acuerdo al movimiento del electrodo de la posicién 1 (50 pum)
a la posicién 2 (100 um) (Figura 4.1C). A los 5 min de medicion, se le adicion6 a la solucién
de bafio 0.1 mM del aminod&cido correspondiente o una mezcla de éstos, registrando el flujo
neto hasta los 20 min. Las diferencias de potencial electroquimico fueron convertidas en el
software CHART vy el flujo neto de iones fue calculado con el software MIFEFLUX. Se

utilizaron cinco raices por tratamiento.

4.2.5 Determinacion de la variacion de Ca?" intracelular mediante microscopia

confocal

Para la determinacién de la variaciéon de Ca?* en las raices de las variedades Mayan Chac
y Mayan Kisin, se utilizé6 el indicador de Ca?" Calcium Orange™, AM (C3015, Molecular
probes by Life Technologies), el cual fue preparado en el amortiguador (5 MM de MES-Na
pH 6 y 0.5 mM de CaS0.) a una concentracion final de 5 uM (Zebelo et al., 2012).

Para este andlisis, se usaron las raices de plantulas tratadas de manera similar a aquellas
que se usaron para la técnica MIFE. Dichas raices fueron incubadas durante 1 h con 0.1
mM del amino&cido correspondiente o0 una mezcla de éstos, y en presencia de 1 mL de la

solucion de trabajo del fluoréforo.

En otro experimento realizado con la variedad Mayan Kisin, se usaron plantulas que
crecieron durante 10 dias en presencia de los tratamientos con 1 mM KNOz + 0.3 mM L-
AAs (L-Val, L-Leu y L-Cys, cada uno a 0.1mM) y 1 mM KNO3z+ 0.3 mM D-AAs (D-Val, D-

Leu y D-Cys, cada uno a 0.1mM). La variaciéon de Ca?* en las raices fue medida afiadiendo
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1 ml de la solucion de trabajo anteriormente descrita mas 0.1 mM de L-Glu e incubadas por
1h.

Todas las raices fueron colocadas en un portaobjetos para su observacion en el
microscopio confocal FluoView™ FV1000 (Olymous, Japan) a una longitud de onda de
excitacion y emision de 555-610 nm. Las imagenes fueron procesadas en el software FV10-
ASW 3.01b. En estos andlisis se usaron tres raices por tratamiento.

4.2.6. Analisis de nitrato, aminoacidos totales y proteinas totales en los tejidos de las

plantas

Los tejidos de raiz y hoja de las tres variedades yucatecas: Mayan Chac, Mayan Kisin y
Mayan Baalché, tratadas durante 10 dias con los AAs fueron usados para estas
extracciones. Se pulverizaron 0.1 g de raiz y hoja por separado con nitrégeno liquido, y
luego se adicionaron 1% de polivinil pirrolidona (p/v) y el amortiguador de extraccion (250
pL; 50 mM NacCl, 1 mM EGTA, 50 mM Tris-HCI pH 7.4, 250 mM sacarosa, glicerol al 10%,
10 mM pirofostato de sodio, 0.2 mM ortovanadato de sodio, 1 mM 1 mM [-mercaptoetanol,

10 g/mL aprotinina, 10 g/mL leupeptina).

Posteriormente, se homogeneizé con un politron y se centrifugé a 14000 g durante 30
minutos a 4°C. El sobrenadante se recuperd y utilizé para la determinacion de proteinas
totales (mg g* peso fresco) por el método de Bradford (1976), siguiendo el protocolo
sugerido por el fabricante (BioRad, No. Cat. 5000006). Para la cuantificacion, se realiz6 una

curva patron utilizando como estandar albumina sérica bovina.

El analisis de nitratos se realiz6 a partir de este extracto, de acuerdo a la metodologia
propuesta por Cawse (1967). Para la determinacién de aminoacidos totales (mg g* peso
fresco) se siguié la metodologia de Yemm y Cocking (1955), usando una curva patrén de

glutamato de potasio (Sigma-Aldrich).
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4.3 RESULTADOS Y DISCUSION

4.3.1 Variacion en el crecimiento radical de las diferentes variedades de chile

habanero expuestas a la mezcla de los D-AAs

La variabilidad génica de chile habanero es extensa, por lo que sus respuestas a los
estimulos ambientales o nutrientes del suelo pueden variar segun el color de fruto, el
tamafio de la planta y el picor, entre otros factores. Como se sefialé en los capitulos
anteriores, la diferencia en el crecimiento de la RP y las RLs fue dependiente de la especie
dentro del género Capsicum. Sin embargo, al evaluarlos en una variedad comercial no
certificada de chile habanero Seminis, que presenta mayor variabilidad, las respuestas en
el crecimiento fueron dependientes de la edad de la semilla. Por ello, se decidié trabajar
con tres variedades de chile habanero certificadas, entre ellas dos de fruto rojo (Mayan

Chac y Mayan Kisin) y una de fruto naranja (Mayan Baalché).

Primeramente, se evalué el efecto de la mezcla de los D-AAs (NOs+ D-AA, Val, Leu y Cys)
sobre el crecimiento de la RP de estas variedades. Con independiencia del tratamiento, el
crecimiento de este 6rgano fue superior en las variedades de fruto color rojo (Mayan Chac
y Mayan Kisin), comparada con la de color naranja Mayan Baalché (Figura 4.2). Sin
embargo, la longitud de la RP fue menor en los tratamientos con L- y D-AA con respecto al
tratamiento sin AAs (testigo con NI). Entre los tratamientos con AAs, se observé que los D-
AAs aumentaron la longitud de la RP al quinto dia de tratamiento en las variedades de frutos
color rojo con respecto a los L-AAs, no asi en la naranja (Figura 4.2A). Esta respuesta

también se mantuvo a los 10 dias de tratamiento (Figura 4.2B).
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Figura 4.2 Efecto de la mezcla de D-AA sobre el crecimiento de la raiz primaria (RP) de chile
habanero en condiciones in vitro. En la figura se observa la longitud de la RP a los cinco (A) y 10 (B)
dias de exposién a los tratamientos con los AAs. Se evalué el crecimiento de la RP de las diferentes
variedades de chile habanero sometidas a los tratamientos NI: 1 mM KNOs + 0.3 mM NH4Cl, NOs +
L-AA: 1 mM KNOs + 0.3 mM L-AA, Val, Leu y Cys y NO3z™ + D-AA: 1 mM KNOs + 0.3 mM D-AA, Val,
Leu y Cys. Los datos representan la media £ ES, n=60 plantulas. Letras diferentes representan
diferencias significativas entre tratamientos dentro de una misma variedad (Tukey, P<0.05).

Como se observa en la Figura 4.3A, las variedades rojas fueron también mas productivas
en cuanto a numero de RLs que las naranjas, y dentro de las rojas destac6 la Mayan Chac
como la mas productora de RLs. Los tratamientos con D-AAs causaron el aumento de 30%
en el numero de RLs en la variedad Mayan Chac comparado al tratamiento con los L-AA 'y
NI. Para Mayan Kisin, se obtuvé aproximadamente un 20% de incremento en el nUmero de
RLs con los tratamientos con los D-AAs y el tratamiento NI (sin aminoacidos), en
comparacion con los L-AAs. En cambio, no se observo un efecto significativo sobre este

parametro para la variedad Mayan Baalché (Figura 4.3A).

La longitud promedio y total de las RLs también vari6é entre variedades y tratamientos con

los AAs Ly D (Figura 4.3 By C), donde nuevamente las variedades de fruto rojo presentaron
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una mayor longitud comparada con las de fruto naranja. Particularmente, la longitud
promedio de las RLs fue menor con el tratamiento NOs™ + D-AA para las variedades de fruto
rojo Mayan Chac y Mayan Kisin; para Mayan Chac la longitud fue 60% menor con relacion
a los valores del testigo con L-AA y NI; para Mayan Kisin de aproximadamente un 30%
menor con relacién a los L-AAs, no asi para el testigo con NI. En cuanto Mayan Baalché, la
longitud promedio fue 70% menos comparado a las variedades de fruto rojo, e igualmente
no se presentd una variacion en cuanto a la aplicacion de los L/D-AAs (Figura 4.3 B).

Otro pardmetro evaluado fue la longitud total de las RLs, donde Mayan Chac present6 una
mayor longitud total, pero no hubo una diferencia significativa entre los L-AA, D-AAy NI. La
longitud total de las RLs para Mayan Kisin fue 1.7 veces menor comparada con Mayan
Chac, aungue la respuesta a los D-AAs fue igual. Sin embargo, para Mayan Baalché, a
pesar de que la longitud total en comparacion a las variedades rojas fue 2.5 veces menor,
en esta variedad la longitud de la RP fue inhibida con los tratamientos con AAs; donde el
tratamiento con los D-AA inbibe un 40% comparada a los L-AAs y 70% con relacion al

testigo con NI (Figura 4.3 C).
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Figura 4.3 Efecto de la mezcla de los D-AAs Val, Leu y Cys sobre la formacién y la longitud de las
raices laterales en plantulas de chile habanero in vitro. El nimero y la longitud de las RLs fueron
evaluadas al dia 10 de tratamiento, en A) nimero de RL, B) Longitud promedio de RLs y C) Longitud
total de RLs. Los datos representan la media + ES, n= 60 plantulas. Letras diferentes representan

diferencias significativas entre tratamientos dentro de una misma variedad
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En la Figura 4.4 se puede observar el mayor vigor que muestran las variedades rojas,
comparadas con la naranja, tanto en el crecimiento de la RP, la proliferacion de RLs y en el
desarrollo de la parte aérea. También, se muestran los cambios morfologicos inducidos por
los D-AAs en el sistema radical. Las variedades Mayan Chac y Mayan Kisin muestran una
RP de mayor longitud, asi como un mayor nimero de RLS, pero mas cortas. Aunque un
mayor numero de plantas respondieron a los D-AAs formando RLs para la variedad Mayan
Baalché (50%, comparada con 30% en presencia de la mezcla de los L-AAs) (Figura 4.4),
el cambio no fue estadisticamente significativo (Figura 4.3).

Mayan Kisin

Mayan Chac Mayan Baalché

NI

NO, + L-AA

NO, + D-AA

Figura 4.4 Efecto de la mezcla de D-AA sobre el crecimiento de las raices de tres variedades de
chile habanero. En la figura se observan las imagenes representativas del efecto de los tratamientos
NI, NOs  + L-AA y NOs™ + D-AA sobre las variedades Mayan Chac, Mayan Kisin y Mayan Baalché los
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10 dias de tratamiento.

4.3.2 Medicion del flujo de Ca?* en las raices de chile habanero por la técnica MIFE

Las raices de Mayan Chac expuestas a la mezcla de los L-AAs, presentaron un flujo de
entrada de Ca?* el cual alcanzé los maximos niveles (2000 nmol m2 s?) a los 8 min (3 min
después de la aplicacién de los mismos). Posteriormente, los valores disminuyeron a
aproximadamente 1000 nmol m? s, manteniéndose a estos niveles hasta el final de la
medicion (Figura 4.5A). Al aplicar los D-AAs, el comportamiento fue muy similar; hubo un
flujo de entrada de Ca?* que fue maximo a los 8 min, y a partir de aproximadamente los 12
minutos, los niveles comenzaron a disminuir. Sin embargo, la magnitud del flujo fue mucho

menor (1.5 nmol m2 s) (Figura 4.5B).
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Figura 4.5 Flujo de entrada de iones de Ca?* en las raices tratadas con D- y L-AAs. En las imagenes
se observa el flujo de entrada de los iones de Ca?* medidos por la técnica MIFE, en las raices de
Mayan Chac a las cuales se les adiciono los tratamientos A) L-AA: 0.3 mM L-AA (0.1 mM Val, 0.1
mM Leu, 0.1 mM Cys) testigo, B) D-AA: 0.3 mM D-AA (0.1 mM Val, 0.1 mM Leu, 0.1 mM Cys). La
flecha sefala el tiempo en que se agregaron los compuestos. Se muestran los datos del promedio
de cinco mediciones por tratamiento. Las escalas en el eje y varian de 0 a 2000 nmol m2s1 (A) y de

0 a 1.5 nmol m2st (B).

Para conocer el efecto individual de los AAs sobre los flujos de Ca?*, cada uno fue
adicionado por separado a la camara de medicion. Los AAs L-Val y L-Leu modificaron muy
poco el flujo de entrada de este idn, pero cuando se adicion6 L-Cys se produjo un flujo de

entrada que fue 100 veces mayor en magnitud y este flujo se mantiene alrededor de 8 min
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(Figura 4.6 A). Igualmente, el mayor flujo de entrada con los D-AAs fue inducido por la D-
Cys, siendo menor en magnitud al observado con la L-Cys y en este caso fue de muy corta
duracién, ~2 seg. La D-Val también produjo un flujo de entrada de Ca?*, el cual fue mayor
al provocado por la L-Val; en cambio la D-Leu no afecta la entrada de Ca?* (Figura 4.6 B).
Hasta la fecha, el flujo de Ca?* inducido por AAs no habia sido estudiado en las raices del
género Capsicum. Estos resultados sugieren que estos compuestos podrian activar canales
de Ca?"y/o ser agonistas de GLR presentes en este érgano.
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Figura 4.6 Flujo neto de entrada de iones de Ca?* en las raices tratadas con L y/o D- Val, Leu y Cys.
En las imagenes se observa el flujo de entrada de los iones de Ca?* medidos por la técnica MIFE en
las raices de Mayan Chac, a las cuales se agreg6 0.1 mM Val, 0.1 mM Leu, 0.1 mM Cys en forma L
(A) o en forma D (B). La flecha sefiala el momento en que se agregaron los compuestos. El tiempo
de medicién fue hasta 20 min. Los ejes y de las graficas tiene unidades diferentes debido a la

variacion de los flujos entre aminoacidos.

Una caracteristica de la activacion de los GLR en plantas es el flujo de entrada de Ca?* a
través de la membrana plasmética. Esta activacion ocurre cuando se le une un agonista,
que puede ser un aminoacido y, como consecuencia, se desencadenan cascadas de
sefializacién que afectan diferentes procesos fisioldgicos en las plantas. Con base en los

resultados con L-Cys, se sugiere que pudiera actuar como un agonista de los GLR.
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Anteriormente, a este aminoacido se le ha propuesto como un posible agonista de los
receptores AtGLR3.3 y AtGLR3.4 de Arabidopsis, activAndolos y desencadenando la
entrada de Ca?" a la célula (Li et al., 2013; Stephen et al., 2008; Qi et al., 2006). Se ha
sugerido que para el AtGLR3.3, el grupo tiol de este aminoécido es el que es reconocido
por el receptor (Qi et al., 2006).

4.3.3 Evaluacion del flujo de Ca?" en las raices de chile habanero por medio de

microcopia confocal

El contenido de Ca?" intracelular fue observado mediante la fluorescencia del Calcium
orange (flourofloro sensible a calcio) en las variedades Mayan Chac y Mayan Kisin. En la
Figura 4.7A se observa gue las raices testigos de la variedad Mayan Chac presentaron una
alta fluorescencia del Calcium Orange, indicativo de la presencia de Ca?* en las mismas.
Sin embargo, al adicionar la mezcla de los L-AAs no se lograron observar cambios
significativos en los niveles de fluorescencia que indicaran una mayor entrada de Ca?* a la
célula. Para el caso de los D-AAs, aun cuando al parecer hubo una ligera disminucién en la
sefal, tampoco fue muy significativa (Figura 4.7A). Estos datos no concuerdan con los
resultados obtenidos por MIFE. Estas discrepancias pueden ser debido al tiempo de
incubacién con el fluoréforo, entre otros factores. Con la técnica MIFE, se demostr6 que la
incubacién con la mezcla de L-AAs induce una entrada de Ca®* en esta variedad, la cual
ocurre inmediatamente después de estar en contacto con ellos; sin embargo, durante
tiempos mas prolongados, las células pueden reajustar sus niveles enddgenos de este
cation, de tal manera que no fue posible observar cambios significativos a través de

microscopia confocal a la hora de exposicion con estos compuestos.

La variedad Mayan Kisin presenté diferencias significativas con respecto a la Mayan Chac,
dado que de forma general la fluorescencia fue muy baja en la primera (Figura 4.7B).
Nuevamente, no se observaron cambios significativos por la presencia de los L-AAs,
aunque los D-AAs provocaron una disminucion en la sefial de fluorescencia, indicando una
concentracion menor de Ca?* en los tejidos (Figura 4.7B, especialmente en las imagenes

sobrelapadas de campo claro y fluorescencia).
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A) Mayan Chac B) Mayan Kisin
Testigo NO; + L-AA NO; + D-AA Testigo NO; + L-AA

Calcium Orange

Merge

Figura 4.7 Efecto de los aminoéacidos sobre los contenidos de calcio en las raices de dos variedades
de chile habanero. En las imagenes se observa la fluorescencia del fluoréforo Calcium Orange
indicativa de la presencia de calcio en las raices tratadas con mas la mezcla NO3s- + L-AA y/o NOs™ +
D-AA, en las raices de Mayan Chac (A) y Mayan Kisin (B). El testigo fueron raices incubadas con la
solucién de tincién (5 uM de amortiguador MES-Na (pH 6.0), 1 mM Calcium Orange) sin los AAs. En
la parte superior se presentan las imagenes con el fluoréforo y en la parte inferior las imagenes
sobrelapadas. Cada uno es una muestra representativa de n=3, la seccién de la raiz observada es
de aproximadamente 2 cm por encima del apice, a 40 x. La barra blanca representa una escala de

100 pm.

4.3.4 Efecto de los tratamientos con los aminoacidos sobre los niveles de transcritos

de los receptores de glutamato en las variedades de chile habanero

Los GLRs estan involucrados en varios procesos dentro del crecimiento y desarrollo de las
plantas, siendo uno de estos la formacion y emergencia de RLs. En trabajos desarrollados
previamente en el laboratorio se lograron identificar 12 secuencias en el genoma de chile
habanero con una alta identidad con los GLR de Arabidopsis y tomate (Garcia-Laines,
2019).

En este trabajo se observaron diferencias significativas en la presencia de transcritos de los
GLR entre variedades y entre tratamientos (Figura 4.8). Para la variedad Mayan Chac, en
raiz, se identificaron cuatro CcGLR en respuesta al tratamiento sin AAs (NI) y Gnicamente
el CcGLR3.1 con los tratamientos con L- y D-AAs, el cual no varia su expresion entre estos

tratamientos (Figura 4.8A). En hojas, se identificaron cinco CcGLR con el testigo NI y dos
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con los tratamientos con AAs. Para ambos tratamientos con AAs, hay una disminucién en

la expresion del CcGLR3.1 y CcGLR3.4 comparado con el testigo NI (Figura 4.8B).

De manera significativa, en la raiz de la variedad Mayan Kisin se identificaron los transcritos
de CcGLR1.1, CcGLR3.1, CcGLR3.2 y CcGLR3.4 y éstos variaron de acuerdo al
tratamiento de AA. Para CcGLR1.1, Gnicamente se observaron niveles de transcritos en las
raices expuestas a los D-AAs y la expresion de este gen fue exclusiva en las raices de esta
variedad. Los niveles de transcritos de CcGLR3.1 y CcGLR3.2 fueron menores cuando las
raices estuvieron expuestas a los D-AAs, mientras lo contrario sucedié con CcGLR3.4
(Figura 4.8A). En las hojas de esta variedad, tres fueron los genes expresados: CcGLR3.1,
CcGLR3.2 y CcGLR3.4. Para el CcGLR3.1y el CcGLR3.2 no vari6 significativamente sus
niveles de transcritos entre los tratamientos de acuerdo a los resultados con el control de
carga, tubulina (Figura 4.8B). Sin embargo, el CcGL3.4 tiene una mayor expresion en el

tratamiento con los D-AAs en relacién a los L-AA y NI (Figura 4.8B).

La variedad naranja Mayan Baalché presentd niveles de transcritos para dos genes que
fueron exclusivos para esta variedad: CcGLR3.3 y CcGLR3.5. Estos genes fueron
expresados tanto en la raiz como en las hojas de esta especie (Figura 4.8). En la raiz de la
misma también fueron identificados cinco genes CcGLR; donde la expresion de los genes
CcGLR3.1 y CcGLR3.4 disminuye con los tratamientos con AAs; por otro lado, se observo
mayor nivel de expresion para el CcGLR3.2 en el tratamiento con L-AAs en comparacion
con el tramiento con los D-AAs y el testigo NI (Figura 4.8A). También, el nivel de transcritos
del CcGLR3.5 fue exclusivo del tratamiento con L-AAs. En la parte aérea, se identificaron
seis CcGLR en respuesta a los tratamientos; el CcGLR3.2 no modifico su expresion en los
tratamientos, por otro lado, los CcGLR3.1 y CcGLR3.4 disminuyeron su expresion bajo los
tratamientos con L y D-AAs en comparacion al tratamiento con NI. Por ultimo, los
CcGLR3.3. y CcGLR3.5 unicamente se identificaron en los tratamientos con L-AAs y NI
(Figura 4.8B).
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A Mayan Chac Mayan Kisin Mayan Baalché
TT T2 T3 C- C T4 T2 T3 C- C+ T1 T2 T3 C- C+ pb
CcGLR1.1 306
CcGLR1.2 295
CcGLR3.1 13
CcGLR3.2 209

CcGLR3.3 337
CcGLR3.4 266
CcGLR3.5 270
Tubulina 347
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Figura 4.8 Niveles de transcritos de los CcGLR en tres variedades de chile habanero expuestas a
los L-AAs y D-AAs. Se amplificaron los genes de la familia | y Il de los CcGLR en tejidos de raiz (A)
y hoja (B) de las variedades Mayan Chac, Mayan Kisin y Mayan Baalché expuestas por 10 dias a
las diferentes fuentes de N. T1: 1 mM KNO3s + 0.3 mM NH4Cl, T2: 1 mM KNOs + 0.3 mM L-AAs (0.1
mM Val, 0.1 mM Leu, 0.1 mM Cys), T3: 1 mM KNOs + 0.3 mM D-AAs (0.1 mM Val, 0.1 mM Leu, 0.1
mM Cys). Como control positivo se utilizaron las clonas plasmidicas de cada CcGLR, control
negativo: -ADNc. Cada una de las PCR se realiz6 a 35 ciclos. Como control interno de las reacciones
de PCR se utilizé el gen constitutivo de tubulina

Estos resultados son muy interesantes ya que demuestran que las raices de las tres
variedades de chile habanero podrian estar “equipadas” con una bateria diferente de GLRs
funcionales. Teniendo en cuenta que cada receptor funcional podria ser activado por
agonistas distintos, los cuales serian determinados por el tipo de subunidad que se asocia
para formar el receptor funcional, se podria mencionar que la versatilidad funcional de los

mismos puede variar entre especies.

Se sugiere que la estructura del complejo receptor funcional esté formada por cuatro
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subunidades independientes (Price et al., 2013; Vincill et al., 2013), pudiendo ser homo o
heterotetramero. Sin embargo, hasta la fecha no se ha podido aislar este complejo a partir
de algun tejido vegetal y sus componentes no han sido identificados. Las evidencias que
sustentan la existencia de los multimeros se han basado en metodologias como el uso de
anticuerpos (Turano et al., 2002), FRET (fluorescence resonance energy transfer) (Vincill
et al., 2013) y métodos derivados del doble hibrido (Price et al., 2013).

Ademas, se han estudiado las posibles interacciones de 15 de los 20 AtGLRs. Se constaté
gue AtGLR1.1, 2.1 y en menor grado AtGLR1.4 y 3.4 formaban interacciones homoméricas,
mientras que varias subunidades (Ej. AtGLR1.1, 2.1, 2.9, 3.2 y 3.4) interaccionaban con
otras multiples subunidades (Price et al., 2013). La interaccion fisica entre AtGLR3.2y 3.4
también ha sido demostrada (Vincill et al., 2013). Se reportd6 la expresién de cinco a seis
AtGLRs en una Unica célula de la hoja de Arabidopsis, siendo AtGLR3.7 expresado en
todos los tipos celulares muestreados (Roy et al., 2008); sin embargo, no se logro identificar
un patrén de co-expresion o expresion especifico del tipo de célula. La formacién de

homomultimero también fue demostrado para OsGLR3.1 de arroz (Li et al., 2006).

En la raiz de la variedad Mayan Kisin resalté el comportamiento de CcGLR1.1y CcGLR3.4
frente a la mezcla de los D-AAs, dado el aumento en los niveles de transcritos en respuesta
a los mismos. Este comportamiento fue exclusivo para estos genes y para la raiz de esta
variedad. Aunque estos genes han sido poco estudiados, existen resultados en Arabidopsis

que demuestran que sus productos proteicos participan en eventos biol6gicos importantes.

En plantas transformadas de Arabidopsis que contenian una secuencia antisentido del
AtGLR1.1, se observé un aumento en los niveles de Ca?*, ademas de una baja germinacion
de semillas en presencia de sacarosa (fuente de carbono), cuyo fenotipo se recupero
cuando se incubaba con nitrato (fuente de N). Estas plantas presentaron elevados niveles
de ABA, por lo que se sugiere que el AtGLR1.1 esta involucrado en la relacion C/N y en la
sefializacion por ABA (Kang y Turano, 2003). En cuanto al GLR3.4 se sabe que esta
relacionado con las respuestas a estrés osmoético y por frio, que inducen la expresion del
gen en células del meséfilo en Arabidopsis, la cual fue dependiente de Ca?" (Meyerhoff et
al., 2005).
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Sin embargo, los datos de microscopia confocal (Figura 4.7) usando la mezcla de los AAs
contrastan con los resultados moleculares; esto es, la fluorescencia indicativa de un mayor
flujo de Ca?* fue minima en la raiz de Mayan Kisin, comparada con la presentada por Mayan
Chac, a pesar de que en la primera se observaron mayores niveles de transcritos en la raiz
para varios GLRs. Una posible explicasion es que la raiz de la variedad Mayan Kisin tratada
con los D-AAs pueda responder mejor al L-Glu que aquella tratada con los L-AAs, ya que
fue capaz de aumentar los niveles de transcritos de genes especificos, bajo esta condicion.

El L-Glu ha sido el agonista mejor estudiado hasta la fecha de los GLR.

Para verificar esta hipétesis, las raices tratadas con la mezcla de los L- o D-AAs durante
10 dias fueron incubadas durante 1 h con L-Glu, en presencia del fluoréforo sensible a Ca?*
Calcium Orange y observadas al microscopio confocal. Como se muestra en la Figura 4.9,
las raices expuestas al tratamiento con la mezcla de los D-AAs respondieron mejor a la
presencia del L-Glu, observado a través de una mayor fluorescencia, que aquellas
expuestas a los L-AAs. Estos resultados sugieren que el tratamiento con los D-AAs puede
modificar el metabolismo nitrogenado en la raiz de esta variedad, de forma tal que induzca
un aumento en los agonistas endogenos de los GLRs, induciendo éstos a nivel
transcripcional y estimulando la actividad de los mismos. Estos eventos pueden estar
relacionados con los cambios morfolégicos observados en respuesta a esta mezcla de AAs

en el sistema radical de esta variedad de chile habanero.
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Mayan Kisin
NO; + L-AA

NO, + D-AA

Testigo

Calcium Orange

Merge

Figura 4.9 Variacién del calcio intracelular en las raices de Mayan Kisin con la adiciéon de L-Glu. En
las imagenes se observa la fluorescencia del Calcium Orange en las raices tratadas con NO3 + L-AA
y/o NOsz + D-AA durante 10 dias, en la variedad Mayan Kisin. Las raices de Mayan Kisin se incubaron
por 1 h con 0.1 mM de L-Glu + Calcium Orange. En la parte superior se representa las imagenes con
el flouroforo y en la parte inferior las imagenes sobrelapadas. Cada uno es una muestra
representativa de n=3, la seccion de la raiz observada es de aproximadamente 2 cm sobre el apice

a 40 x. La barra representa una escala de 100 pm.

En cuanto a los ligandos de los GLR existen mdltiples posibilidades, teniendo en cuenta
gue en Arabidopsis hay 20 GLR y cada uno tiene dos sitios de union. Los verdaderos
agonistas aun no han sido elucidados, aunque se ha propuesto a L-Glu y Gly (Dubos et al.,
2003), L-GIn, L- Met, L-Thr, L-Phe, L-Leu, L-Tyr (Tapken et al., 2013), glutationa (Li et al.,
2013) y D-Ser (Millard et al., 2011), entre otros. De acuerdo a la conduccién iénica, los GLR
son considerados canales catidnicos no selectivos. Por ejemplo, la expresion de AtGLR3.7
indujo conductancia de la membrana plasmatica permeable a Ba?*, Ca?* y Na* en oocitos
(Roy et al., 2008), mientras que las de AtGLR1.1 y AtGLR1.4 fueron permeable a K*, Ca?*

y Na* (Tapken y Hollmann, 2008). La permeabilidad a Ca?* también ha sido demostrada

94



CAPITULO IV

para AtGLR3.3y 3.4 (Vincill et al., 2012; Stephens et al., 2008). Todas estas caracteristicas
reflejan la complejidad de estas proteinas.

Por otro lado, existen evidencias de que el L-Glu puede modificar el crecimiento radical de
Arabidopsis, actuando como una molécula sefial. Este amino&cido inhibe el crecimiento de
la RP, a través de una detencion en la actividad mitética en el meristemo, e induce una
proliferaciéon de las RLs (Walch-Liu et al., 2006). Otro posible agonista de estos receptores,
la Gly inhibi6 el crecimiento de la RP de chile habanero y estimuld la formacion de PRs
(Dominguez-May et al., 2013). Se sabe que los AAs se pueden encontrar abundantemente
en los alrededores de la materia organica en descomposicién en el suelo y pueden ser
percibidos por el apice radical, actuando como moléculas sefal que indican la presencia de

parches ricos en nutrientes (Walch-Liu et al., 2006).

4.3.5 Efecto de los D-AAs sobre los niveles de nitrato, aminoécidos totales y proteinas
totales

Para explorar la posibilidad mencionada anteriormente, el contenido de algunos metabolitos
nitrogenados fue evaluados en la raiz y las hojas de las plantulas de las tres variedades de
chile habanero tratadas durante 10 dias con la mezcla de los AAs. Los cambios méas
importantes de estos metabolitos en respuesta a los tratamientos con AAs, en las raices se
obtuvieron en las variedades de chile habanero de color rojo: Mayan Chac y Mayan Kisin,
mientras que estos compuestos no se modificaron en la variedad Mayan Baalché (Figura
4.10 A-C). Para la variedad Mayan Chac, se obtuvo alto contenido de NOs', aminoacidos
totales y proteinas totales en las raices de las plantulas expuestas a la mezcla de los D-
AAs, comparadas con aquellas tratadas con los L-AAs y NI. Para la variedad Mayan Kisin,
se obtuvo contenidos de aminoacidos y proteinas totales mayores con el tratamiento de los

D-AAs en comparacion al testigo con L-AAs y NI (Figura 4.10 B, C).

En las hojas, el efecto de los D-AAs sobre estos metabolitos fue dependiente de la variedad
y del tipo de metabolito. En Mayan Chac, las plantas expuestas al tratamiento con los D-
AAs presentaron altos contenidos de NOs y proteinas totales en comparaciéon a los
tratamientos testigo con los L-AAs. En Mayan Kisin, el contenido de NOs" y proteinas totales

fue menor con los D-AAs comparado con el testigo NI y los L-AAs; mientras que el contenido
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de aminoacidos totales fue similar al testigo con NI. En Mayan Baalché el comportamiento
fue similar al encontrado para Mayan Kisin, pero en este caso no afecté el contenido de
proteinas totales en este érgano. Estos resultados demuestran que los D-AAs modifican el
metabolismo nitrogenado de una manera dependiente de la variedad y del érgano y
sugieren que estos cambios pudieran modificar, entre otras cosas, la presencia de GLRs
funcionales especificos en estos tejidos.

. N
EE NO, + L-AA
I NO;, + D-AA

NO," (mg g PF)
Proteina (mg g'1 PF)

Aminoacidos (mg g™’ PF)

Mayan Mayan Mayan Mayan Mayan Mayan Mayan M-'fv_an Mayan'
Chac Kisin Baalché Chac Kisin Baalché Chac Kisin Baalché

E F . N
mm NO, + L-AA

B NO, + D-AA

NO, (mg g™ PF)
Proteinas (mg g™' PF)

Amino4cidos (mg g™ PF)

Mayan Mayan Mayan

Mayan Mayan Mayan Mayan Mayan Mayan ays '

Chac Kisin Baalché Chac Kisin Baalché Chac Kisin Baalché
Fruto rojo Fruto naranja Fruto rojo Fruto naranja Fruto rojo Fruto naranja

Figura 4.10 Efecto de la mezcla de L-AAs y D-AAs sobre los niveles de metabolitos nitrogenados en
raiz y hoja de las diferentes variedades de chile habanero. En la parte superior de la figura se
presentan los valores de NOs (A), amino&cidos (B) y proteinas (C) correspondientes al tejido de raiz;
en la parte inferior de la imagen se presentan los valores de los metabolitos mitrogenados en hoja
de estas variedades (D-F). NI: 1 mM KNOsz + 0.3 mM NH4Cl, NOs + L-AA: 1 mM KNO3s + 0.3 mM L-
AA (0.1 mM Val, 0.1 mM Leu, 0.1 mM Cys), NOs™ + D-AA: 1 mM KNOs + 0.3 mM D-AA (0.1 mM Val,
0.1 mM Leu, 0.1 mM Cys). Los datos representan el valor promedio + ES (n=5). Letras diferentes

representan diferencias significativas entre tratamientos dentro de una misma variedad.
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Varios aminoacidos se han clasificado como potenciales agonistas de los GLR, con o sin
efecto (Weiland et al., 2016). Algunos de ellos activan a receptores que estan relacionados
con el desarrollo de raices como el OsGLR3.1 en Oryza sativa, que participa en el desarrollo
radical como un regulador de la proliferacion celular y muerte celular en el &pice de la raiz.
Otros estan relacionados en el crecimiento y desarrollo de la raiz de Arabidopsis (Vincill et
al., 2013) y el gravitropismo como el AtGLR3.3 (Miller et al., 2010). Por ejemplo, el AtGLR3.6
induce el acortamiento del meristemo radical disminuyendo la actividad mit6tica (Singh et
al., 2016). Hasta el momento, el Unico reporte caracterizado de la participacién de los D-
AAs como agonista de los GLRs involucra a la D-Ser que, al unirse al receptor AtGLR1.2,
desencadena flujos de Ca?* que conducen al desarrollo del tubo polinico (Michard et al.,
2011).

En cuanto a la presencia de ellos en raices, Vincill et al. (2013) confirmaron la localizacion
de las proteinas AtGLR3.2 y AtGLR3.4 en las raices de Arabidopsis. La doble mutante glr3.2
y gIr3.4 present6 una hiperproduccion de primordios de RLs, el cual fue un fenotipo similar
a cualquiera de las mutantes simples. El hecho que el fenotipo de la doble mutante no haya
sido aditivo al de las mutantes simples, en conjunto con la fuerte similitud en los patrones
de localizacion de estas proteinas en la raiz, sustentd la hipétesis que estas proteinas

podrian funcionar en la raiz como un complejo heterotetramérico.

La participacion de los GLRs en estos eventos se ha estudiado a través del uso de agonistas
y antagonistas de los GLRs de mamiferos, cuyos efectos también han sido demostrados
para los GLRs de plantas (Chen et al., 2016; Sivaguru et al., 2013; Manzoor et al., 2013).
Igualmente, se han hecho estudios relacionados con los cambios en los niveles de
transcritos de los genes GLRs durante estos eventos (Singh et al. 2014; Manzoor et al.,
2013) y con el uso de mutantes de los mismos (Salvador-Recatala, 2016; Teardo et al.,
2015). Sin embargo, hasta la fecha no se ha aislado el complejo del receptor funcional a
partir de alguna membrana vegetal, por lo que los verdaderos agonistas contindan siendo

una incognita.

Entre todos los resultados, cabe destacar el nivel de transcritos del CcGLR1.1 inducido por
los D-AA especificamente en raiz (Figura 4.8) y dados los resultados observados en la

Figura 4.9, se podria sugerir que probablemente el receptor CcGLR1.1 pudiera estar
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participando en la regulacion del crecimiento radical en chile habanero cuando se agregan
los D-AAs, aunque estos no fueran sus agonistas. Ademas, para poder corroborar estos
resultados, seria interesante evaluar el efecto de antagonistas de los receptores, con el
objetivo de demostrar que los cambios en la concentracion de Ca?* se deben
especificamente al flujo a través de estas proteinas, en lugar de otros canales cationicos

no selectivos.
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CAPITULO V

DISCUSION GENERAL

Efecto estimulatorio de los D-AAs Val, Leu y Cys sobre el crecimiento radical en chile
habanero

A pesar de que las plantas pueden estar expuestas por diversas vias a los D-AAs, existen

escasos trabajos describiendo su efecto sobre el crecimiento de éstas.

En el Capitulo 1l se demostré que el nimero de PRLs y de RLs es mayor en los tratamientos
con la mezcla los D-AAs (Val, Leu y Cys) en comparacién con el testigo con L-AAs, en una
variedad de color naranja de chile habanero, la cual comercializa la empresa SEMINIS y se
cultiva en diferentes regiones de México, asi como internacionalmente. Los datos sugieren
gue ellos pudieran participar en el proceso de desarrollo de los PRLs y en la emergencia
de las RLs. Estos efectos fueron visibles en las raices desde las 48-72 h de exposicion a
estos compuestos (Capitulo II). El efecto de la mezcla de D-AAs sobre la formacion de RLs
también se comprobé en otra especie del género Capsicum, Capsicum annuum (Capitulo
[ll) y en otras tres variedades de chile habanero, dos de frutos de color rojo y una naranja
(Capitulo 1V). Estas ultimas variedades fueron inicialmente colectadas de diferentes lugares
de la peninsula de Yucatan. Sin embargo, el efecto que estos compuestos ejercieron sobre
el crecimiento de las RLs fue dependiente de la variedad: para la naranja Seminis, el
namero y la longitud de las RLs es mayor con los tratamientos con D-AAs comparado con
los L-AAs (Capitulo Il); mientras que, para las dos variedades rojas de Yucatan, solamente
es mayor el numero de RLs, no asi la longitud de estas (Capitulo 1V). Estos resultados
apuntan a que la funcion de los D-AAs sobre la regulacion de eventos de desarrollo radical

puede ser compleja y dependiente de las especies vegetales.

Estos efectos no habian sido previamente reportados para estos D-AAs en plantas. La D-
Val y D-Leu estan presente en los suelos (Vranova et al., 2012; Pollock et al., 1977), donde
la D-Leu ha alcanzado hasta el 10% en forma D, con relacién a su estereoisémero L
(Amelung et al., 2006). Ambos se han detectado también en tejidos vegetales, tanto en

forma libre como conjugada (Brickner y Westhauser 2003; Robinson 1976), aunque a

99



CAPITULO V

diferencia de D-AAs como Asp, Glu, GIn, Asn, Ser y Ala que son detectados en la mayoria
de las plantas, su presencia se encuentra mas restringida a ciertas plantas (Bruckner y
Westhauser 2003). Interesantemente, la D-Val y la D-Leu pueden ser producidos y
secretados en cantidades milimolares durante la fase estacionaria de bacterias que viven
en el suelo, como Bacillus subtilis (Kolodking-Gal et al., 2010) y otras (Mutaguchi et al.,
2013; Lam et al., 2009). Sin embargo, la D-Cys es un D-AA muy poco abundante en el suelo
(Vranova et al., 2012), aunque se puede encontrar formando parte de los peptidoglucanos

de la pared celular de varias especies de bacteria (Ceparros et al., 1992).

La toma de todos los D-AAs a través de las raices ha sido demostrada en diferentes
especies (Gordes et al., 2013; Forsum et al., 2008; Aldag y Young 1970), pero la tasa en la
gue son absorbidos puede variar. Por ejemplo, la D-Ala y la D-Ser fueron los aminoacidos
absorbidos a las tasas mas altas por las raices de Arabidopsis, mientras que la D-Val y la
D-lle lo fueron a tasas menores (Forsum et al., 2008). Sin embargo, Goérdes et al. (2013)
reportaron la deteccion en los tejidos de esta especie de cantidades similares de los 18 D-
AAs que habian sido aplicados exégenamente a diferentes ecotipos de Arabidopsis,
descartando un defecto en la toma para su actividad bioldgica. El estudio de este proceso
y de la familia de proteinas transportadoras (Kolukisaoglu et al., 2017; Gérdes et al., 2011,
Lehmann et al., 2011; Forsum et al., 2008; Svennerstam et al., 2007; Hirner et al., 2006)

implicadas en el mismo, no ha sido abordado hasta el momento en chile habanero.

Asumiendo que todos los D-AAs son absorbidos por las raices de chile habanero, como ha
sido confirmado en diferentes especies vegetales, y dado que los experimentos fueron
conducidos a muy baja concentracion de los D-AAs y en presencia de concentraciones
milimolares de nitrato, se sugiere que los efectos no pueden ser atribuidos al uso de estos
D-AAs como fuentes de N y C por las plantas de chile. Esto también se confirma por los
resultados obtenidos con la mezcla con los L isémeros. En cambio, se apuesta a que estos
D-AAs per se, o productos de su metabolismo, pueden provocar directamente esta
respuesta, actuando sobre eventos de sefalizacion y/o cambios en el metabolismo
enddgeno que podrian ser los que desencadenen la respuesta estimulatoria de esta mezcla

sobre el desarrollo radical en chile habanero.

Existe un marcado desconocimiento del metabolismo de estos compuestos en plantas,
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comparado con otros organismos. Se sabe que la D-Val y la D-Leu pueden sufrir
malonilacién (Robinson 1976) y que esta modificacion precede a su compartimentalizacion
en la vacuola, lo cual pudiera constituir un mecanismo de destoxificacion (Gamburg y
Recoslavavskaya 1991) en aquellos organismos donde estos AAs sean nocivos, lo cual no
es el caso en chile habanero.

Hasta la fecha, no se han caracterizado racemasas para convertir a los mismos a sus
respectivos isbmeros L, aunque la racemizacion de la D-Leu parece ocurrir en diferentes
ecotipos de Arabidopsis después de aplicarse exégenamente (Gordes et al., 2013). Las
racemasas Unicamente se han reportado para los D-AAs Ala (Ono et al., 2006), Ser
(Gogami et al., 2009; Fuijitani et al., 2007), lle (Strauch et al., 2015) y Trp (Rekoslovskaya
et al., 1999; Miura y Mills 1971). Para el caso de la lle racemasa se reporté que también
despliega una actividad relativa del 1 al 5% (con respecto a la que posee con lle) hacia Leu
y Val, respectivamente (Strauch et al.,, 2015). Sin embargo, los productos de la
racemizacion de estos AAs no parecen ser los causantes de los efectos bioldgicos

observados, como lo demuestran los resultados con los L isbmeros en este trabajo.

También, se ha reportado la acumulacion de D-Ala y D-Glu después de la aplicacién
exdgena de estos D-AAs (Gordes et al., 2011), donde se sugiere la participacion primaria
de una D-AA aminotransferasa y una posterior racemizacion putativa, resultado de una L-
AA aminotransferasa (Gordes et al., 2013). Sin embargo, nuevamente, los productos de
esta via no parecen ser responsables del efecto, ya que la D-Ala inhibié drasticamente el
crecimiento radical en chile habanero (Serralta-Interian et al., sometido). Igualmente, la D-
Val fue convertida a CO; y al correspondiente cetoacido al ser administrada en maiz y
girasol (Aldag et al., 1970; Aldag y Young 1970), lo cual fue indicativo de la actividad de una
D-AA oxidasa. El metabolismo de estos D-AAs en las raices de chile habanero debe ser

abordado en estudios posteriores.

Se han reportado muy pocos trabajos en donde se haya demostrado un papel estimulatorio
en plantas para estos D-AAs, siendo nulo el conocimiento para el caso de la D-Cys. D-Val
(1 mM), D-Lys y D-lle (5 mM) parecen promover el crecimiento de Arabidopsis (Goérdes et
al., 2011; Erickson et al., 2004). Conjugados de D-Glu, D-Val, D-Leu y D-Met con el 2,4-D

estimularon la elongacién del coleoptilo de avena y los de D-Glu, D-Val, D-Leu y D-Asp

101



CAPITULO V

estimularon el crecimiento de callos de raices de soya, a 10 uM (Davidonis et al., 1982).

Participacién de las auxinas en la respuesta radical a la mezcla de D-Val, D-Leu y D-

Cys en chile habanero

En este trabajo, se demostré que al aplicar el anti-auxina PCIB, en conjunto con los D-AAs,
se inhibié el nimero de RLs obtenidos anteriormente con la mezcla de los D-AAs (Figura
3.3). Sin embargo, el crecimiento de la RP en presencia de los tratamientos con los D-AAs,
no fue afectada con las diferentes dosis de PCIB (Figura 3.1).

Una relacién entre los D-AAs y las auxinas no ha sido reportada hasta el momento. En
general, un efecto directo de los D-AAs sobre los niveles de fitohormonas que regulan el
crecimiento radical, no ha sido reportado. Unicamente se sabe que la D-Leu y D-Val
incrementaron la produccién de etileno en semillas de Xanthium, para romper la dormancia

y potenciar la germinacién en esta especie (Satoh y Esashi 1980).

En Nicotiana tabacum cv Xanthai, L-AAs como Ala, Asp, Asn, Glu, Gly, Lys y Val, a una
concentracion de 0.05 pM, resultaron téxicos para la planta; sin embargo, el efecto fue
mitigado cuando se les adicion6 &cido naftalenacético; sugiriendo que existe una
conjugacion de estos aminodacidos con la auxina y, por lo tanto, una mejora en el crecimiento
(Marion-Poll y Caboche, 1984). Sin embargo, la conjugacién de las auxinas con los D-AAs

aun no ha sido reportada.

Igualmente, los D-AAs provocaron un aumento significativo, en comparacion con el
tratamiento con los L-AAs, en los niveles de transcritos de los genes LBD16 y LBD18,
ambos inducidos en respuesta a auxina y claves en los eventos de iniciacion de la formacion
de RLs en Arabidopsis (Figura 3.12). Este efecto estimulatorio sobre los genes también fue
inhibido, especificamente para el LBD18, en presencia de la anti-auxina (Figura 3.12).

Sugiriendo la participacion de las auxinas en la respuesta a los D-AAs.

La proteina LBD16 regula etapas tempranas del desarrollo de las RLs y esta involucrada
en la iniciacién de la migracion nuclear y las divisiones asimétricas de las células fundadoras
de las RLs, mientras que LBD18 esta involucrada tanto en la iniciacion como en la

emergencia de las RLs, asi como en la regulacién de genes rio abajo que ayudan a la
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emergencia de las mismas (Lee et al., 2017; Lee et al., 2009).

Ademas, esta establecido que el desarrollo de las RLs ocurre en determinadas zonas de la
RP (De Smet, 2012; Dubrovsky et al., 2011), donde el marcaje de los PRLs tiene lugar en
el meristemo apical de la raiz, mientras que su emergencia se lleva a cabo en la zona de
diferenciacion (Péret et al., 2009). Por otro lado, el efecto de las auxinas puede variar
dependiendo del tipo de célula por lo que el PCIB puede afectar el crecimiento dependiendo
del tipo celular; resultando en un crecimiento celular anormal que al final provoca una
inhibicién en el crecimiento de la raiz (Oono et al., 2013). Por lo que, los D-AA pudieran ser
sefales que interactdan con las auxinas para promover la formacion de las RLs; al igual
gue se ha reportado su papel como sefializadores del crecimiento en el tubo polinico o bajo

condiciones de estrés (Weiland et al., 2016).

Participacion de los GLRs en la respuesta radical a la mezcla de D-Val, D-Leu y D-
Cys. Relacién con los metabolitos nitrogenados en chile habanero

En este trabajo, se observd que la mezcla de los L-AAs fue capaz de inducir un flujo de
Ca?* en las raices de la variedad Mayan Chac, siendo la L-Cys el aminoacido mas activo
en esta respuesta. Sin embargo, el flujo que se observé en presencia de la mezcla de los
D-AAs fue menor comparado con el de los L enanti6meros. Cuando se midio el flujo de Ca?*
con la aplicacion de los AAs de forma individual, se obtuvo que la D-Val provoca un flujo
mayor al de L-Val. Estos resultados parecen indicar que la activacion de un GLR por la
mezcla de estos D-AAs en la raiz de chile no seria el evento primario que desencadenaria
el efecto de estos compuestos. Esta sugerencia también parece ser confirmada por los

datos de microscopia confocal usando a un fluoréforo sensible a Ca?*.

Sin embargo, los analisis moleculares en raices de la variedad Mayan Kisin indicaron que
con el tratamiento de los D-AAs se observo mayores niveles de expresion de dos GLR, el
CcGLR1.1y el CcGLR3.4, mientras que para el CcGLR3.1 fue menor en comparacion con
el testigo con los L-AAs (Capitulo IV). Estos datos indican que esta variedad pudiera
presentar receptores funcionales especificos en las raices tratadas con los D-AAs, los
cuales pueden diferir de aquellos presentes cuando la raiz es tratada con la mezcla testigo

de los L-AAs. Ademas, estas raices tratadas con los D-AAs fueron capaces de presentar
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un mayor flujo de Ca?*, comparada con las tratadas con los L-AAs, cuando se les aplicé un
posible agonista de los GLR, el L-Glu. Los homélogos a estos genes en Arabidopsis, el
AtGLR1.1y el AtGLR3.4 estén involucrados en larelacion C/N y en la sefializacion por ABA
(Kang y Turano, 2003) y en las respuestas al estrés abiotico (Meyerhoff et al., 2005),

respectivamente.

En este trabajo, se demostré que la mezcla de D-Val, D-Leu y D-Cys incrementd
significativamente los niveles enddgenos de los aminoécidos totales y proteinas en la raiz
de esta variedad, mientras que aumentd ademas los de NOs en la Mayan Chac. Este
resultado sugiere que, a través de una regulacion en el metabolismo celular,
particularmente el nitrogenado, los D-AAs Val, Leu y Cys parecen estimular el crecimiento
de chile habanero. Esta afirmacién se sustenta por la funcion como molécula sefial que se
ha reportado para estos metabolitos nitrogenados, ademas de su papel en la nutricién y el
metabolismo del N y C. El nitrato regula la formacién y elongacion de RLs en plantas (Zhan
etal., 1999; Zhany Forde 1998,), incluyendo a chile habanero (Celis-Aramburo et al., 2011),
y la expansioén foliar (Matsumoto-Kitano et al., 2008). Su mecanismo de accién involucra la
interaccion con su receptor (Ho et al., 2009; Remans et al., 2006) y/o la regulacién de los
niveles de hormonas importantes en estos eventos, como la auxina (Tian et al., 2008,
Walch-Liu et al., 2006) y citocininas (Kiba et al., 2011; Matsumoto-Kitano et al., 2008;
Samuelson y Larsson 1993; Wagner y Beck 1993). También, se ha sugerido que algunos
L-AAs pueden actuar como moléculas sefiales para regular el crecimiento radical
(Dominguez-May et al., 2013; Walch-Liu et al., 2006,).

Varios AAs han sido considerados agonistas de los GLR (Weiland et al., 2016), por ejemplo,
la L-Met activa a los receptores GLR3.1/3.5 regulando la apertura de estomas, asi como a
la NADPH oxidasa (Kong et al., 2016). La L-Cys pudiera ser otro potencial agonista de
AtGLR3.3 y AtGLR3.4 que media el flujo de Ca?* en las raices (Qi et al., 2006), mientras
que la Leu puede ser un agonista del AtGLR1.4 (Tapken et al., 2013). Justo en la raiz, se
encuentran varios GLRs que regulan eventos de crecimiento importantes en este 6rgano, y
cuyos agonistas aun se desconocen. Por ejemplo, GLR3.3 y GLR3.4 estan asociados con
la iniciacién de los PRLs (Vincill et al., 2013), GLR3.4 es sensible al contacto (Mayerhoff et
al., 2005), mientras que GLR3.3 est4 involucrado en la respuesta gravitropica (Miller et al.,

2010) y ambos en la sefializacion de defensa del patégeno y respuesta de resistencia
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(Manzoor et al., 2013).

Ademas, la presencia de racemasas expresadas especificamente en células
desarrolldndose en los 4pices de la RP y RLs (Sugimoto et al., 2009) sugiere una regulacion
controlada de los niveles enddgenos de estos D-AAs en la raiz. Esto podria ser un
mecanismo similar a lo que ocurre para la D-Ser en el pistilo y el ovario, donde este D-AA
se une al receptor para desencadenar el crecimiento del tubo polinico (Michard et al., 2011).

El mecanismo por el cual los D-AAs Val, Leu y Cys inducen estos cambios a nivel
metabdlico y en consecuencia afectan el crecimiento, deben ser abordados en estudios
posteriores. Los GLR, a su vez, pueden regular el metabolismo del C/N en las plantas,
regulando la expresién de enzimas claves de este proceso. Plantas de Arabidopsis
expresando un antisentido para AtGLR1.1, presentaron una disminucién en los niveles de
la isoforma citosélica de glutamina sintetasa (GS1) y del aspartato aminotransferasa (AAT2)
de un 90 y 93% menor, comparada con las plantas testigo (Kang y Turano 2003).
Igualmente, los autores sugieren que AtGLR1.1 podria estar asociado o mediar la
regulacién con el receptor de nitrato y que el propio nitrato podria tener un efecto

estimulatorio sobre este receptor (Kang y Turano 2003).

Por otro lado, la interaccion directa de los D-AAs con enzimas, es un evento que no puede
ser descartado. Se ha reportado que estos compuestos pueden regular directamente la
actividad de enzimas importantes en la raiz, incluso aquellas relacionadas con el
metabolismo del nitrégeno. Los D-AAs Ala, Asp y Phe estimularon los niveles de transcritos
(Gholizadeh 2015a) y la actividad (Gholizadeh 2015b) de una cisteina proteasa en raices
de Arabidopsis. Los autores predijeron que el efecto estimulatorio en la actividad era

producido por la interaccion directa de los mismos con la proteasa (Gholizadeh 2015).
Impacto ecolégico

Las condiciones de crecimiento del chile habanero en la peninsula de Yucatan favorecen la
presencia de los D-AAs en los suelos, donde se ha reportados que los pH alcalinos
favorecen la racemizacion de los L-AAs (Ju et al.,, 2009; Wolosker et al., 1999) y la
dominancia de bacterias sobre hongos (Rousk et al., 2010). Igualmente, la racemizacion

puede aumentar en suelos salinos o sodicos (de Miranda et al., 2002), siendo la salinidad
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un problema real en los suelos de la peninsula (Delgado et al., 2010).

Los D-AAs comienzan a ser considerados como un “lenguaje quimico” para mediar la
comunicacion entre especies (Aliashkevich et al., 2018; Cava et al., 2011). Esta funcion
adquiere una relevancia extraordinaria en un ambiente rico y heterogéneo en organismos,
como la rizosfera. En las plantas pueden ocurrir multiples comportamientos en respuesta a
los D-AAs, dependiendo de la especie vegetal, la microbiota que estd asociada a ella y la
diversidad de D-AAs producidos por las actividades racemasas y/o otras enzimas
involucradas en el metabolismo de los mismos, ya sea de esta microbiota o de la especie

de planta.

La D-Val y la D-Leu se consideran D-AAs no candnicos, ya que generalmente no forman
parte de los peptidoglicanos de la pared celular de todas las bacterias, pero que
recientemente se ha descubierto que son acumulados y liberados en grandes cantidades y
en forma libre al medio, durante la fase estacionaria de bacterias pertenecientes a
diferentes phyla (Mutaguchi et al., 2013; Horcajo et al., 2012; Cava et al., 2011; Kolodking-
Gal et al., 2010; Lam et al., 2009). Por lo tanto, estos D-AAs podrian ser abundantes en

determinados tipos de suelo, donde estas bacterias se encuentren enriquecidas.

Resulta interesante sefalar que el chile habanero var. Jaguar crece mejor en los suelos de
color rojos que en los negros, ambos de la Peninsula de Yucatén, particularmente cuando
son irrigados con agua con alta conductividad eléctrica (Medina-Lara et al., 2019). Los
suelos rojos presentan una diversidad bacteriana dos veces mayor que la de los suelos
negros, y estan dominadas fuertemente por Acidobacteria (83%) (Estrada-Medina et al.,
2016). Se ha sugerido que este grupo de bacterias tiene un role ecolégico importante y una
significativa versatilidad metabdlica (Ward et al., 2009). Una contribuciéon importante de la
presencia de D-Val, D-Leu y D-Cys es el hecho de que parecen inducir en chile habanero
un uso eficiente de nitroégeno, al presentar mayor cantidad de metabolitos nitrogenados y

mayor crecimiento, cuando son expuestas a una misma dosis de N.

Los resultados obtenidos en este trabajo para la mezcla de estos D-AAs sobre la raiz de
chile habanero son reportados por primera vez en planta y brindan un acercamiento del

mecanismo de regulacion de éstos sobre el crecimiento vegetal, el cual debe ser
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considerado como un punto clave para profundizar en investigaciones futuras.

Estos resultados indicaron que el impacto de los D-AAs sobre el desarrollo radical en chile
habanero es un proceso complejo, que depende de la variedad y del proceso fisiologico (Ej.
crecimiento de RP, formacion de RLs, elongacion de RLs), entre otros factores. Es probable
que en los multiples comportamientos de estas plantas en respuesta a los D-AAs también
participen aquellas enzimas racemasas y/u otras enzimas involucradas en el metabolismo
de estos compuestos, ya sea de las provenientes de las diferentes variedades o de la

microbiota asociada a ellas.
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CAPITULO VI
CONCLUSIONES GENERALES Y PERSPECTIVAS
CONCLUSIONES GENERALES

e Se logré determinar un fenotipo para chile habanero caracteristico de la mezcla de
D-AAs Val, Leu y Cys, los cuales provocaron mayor numero de RLs en las
variedades de chile habanero, Mayan Chac, Mayan Kisin, Mayan Baalché y en

Capsicum annuum CM334.

e Los cambios morfolégicos en las raices provocados por los D-AA pudieran ser
mediados por auxinas, puesto que, al bloquear la percepcion de la misma con el

PCIB, también se bloquea su efecto sobre las RLs.

e Se identificaron secuencias putativas de los genes LBD16 y LBD18 en chile

habanero, que también se inducen en respuesta a auxina.

e Se observo un patrén diferencial en el nivel de transcritos de los GLR de la familia |
y Il para los tejidos de hoja y raiz tratadas con L-AA y D-AAs (mezcla de Val, Leu y
Cys).

e Los productos proteicos de CcGLR1.1 y CcGLR3.4 podrian participar en la

respuesta a la mezcla de los D-AA en la variedad Mayan Kisin.

e Se establecieron dos metodologias para la medicién de iones de Ca?* en las raices
de chile habanero: MIFE y por microscopia confocal utilizando el fluoréforo Calcium

Orange.

e La mezcla de los D-AA modificaron el metabolismo nitrogenado de las plantulas de
chile habanero, siendo este dependiente de la variedad. Estos cambios en los
metabolitos nitrogenados pueden ser importantes para desencadenar el efecto de
los D-AAs.
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PERSPECTIVAS

En cuanto a la participacion de auxinas en la respuesta a los D-AAs se sugiere estudiar la
participacion de otros genes LBD reportados recientemente que estan involucrados en
diferentes etapas de desarrollo y emergencia de las RLs, como LBD29 y LBD33, asi como
realizar un andlisis por zonas de la raiz para poder identificar en qué zona puede haber un
mayor nivel de transcritos. De igual manera, estudiar la respuesta de otras hormonas como
ABA o citocininas, que también estan implicadas en la formacién de las RLs y la utilizacion
de inhibidores del transporte de auxinas para poder determinar si la mezcla de los D-AAs
modifica el transporte y otras anti-auxinas, como TFIBA, que inhiben aun mas que el PCIB,

aportarian informacion relevante.

Se debe profundizar en el estudio, tanto molecular como bioquimico, del efecto de los D-
AAs en el metabolismo del nitrégeno; por ejemplo, sobre la nitrato reductasa o
transportadores de nitrato, con la finalidad de conocer si la mezcla de los D-AAs esta

involucrada en estos procesos.

En cuanto a los GLR, se propone la utilizacion de antagonistas y agonistas de estos
receptores para poder definir qué tipo de receptor podria participar en la respuesta a los
aminodcidos, asi como para verificar si alguno de ellos puede ser un agonista putativo. Otro
aspecto importante seria estudiar la activacion de los GLR por medio de la variaciéon de
Ca?* con otros fluoréforos o la utilizacion de otras técnicas electrofisiolégicas (patch clamp)
para la medicion del flujo de iones de Ca?', junto con la aplicaciéon de agonista y
antagonistas de los receptores, asi como de bloqueadores de canales de Ca?* durante este

estudio.

En cuanto al nivel de transcritos de los GLR, se sugiere realizar el analisis de los cambios

en los miembros de la familia Il.

Por otro lado, valdria la pena analizar si las enzimas del metabolismo de los D-AA estan

presentes en chile habanero a nivel genético y medir la actividad de éstas con la mezcla.

Por ultimo, es importante llevar a cabo experimentos de tipo curso-temporal, para poder

establecer los eventos primarios y/o secundarios dentro de la respuesta radical a los D-
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