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RESUMEN

La salinidad es un factor ambiental que limita el crecimiento y productividad de los cultivos
en el mundo. Este estrés perturba la homeostasis de iones conduciendo a una toxicidad
de éstos y por otro lado conduce a otro tipo de estrés conocido como osmotico. Sin
embargo, ante estos efectos toxicos las plantas han desarrollado alternativas para
disminuir el dafio, como la acumulacion de osmolitos que mantienen turgencia y
activacion de transportadores, cuya funcién es impedir el ingreso de Na* o aumentar un
flujo de salida. A pesar de la importancia econémica que tiene el chile habanero, son
pocos o casi escasos los estudios en relacibn a la salinidad y los mecanismos de
tolerancia en chiles. En este estudio se pudo concluir que de todas las variedades de chile
habanero evaluadas, la variedad Chan fue la mas tolerante mientras que Ba'alche su
contraparte (sensible) a un tratamiento de 150 mM de NaCl, tanto en raices y hojas Chan
mostro mayores niveles de transcritos de P5CS y P5CR comparado con Ba'alche,
respecto a la actividad de P5CS Chan mostro la mayor actividad a las 72 hrs de
exposicion con sal, por otro lado la PDH en Ba’alche tuvo una disminucién conforme fue
mayor el tiempo de exposicidén a la salinidad mientras que Chan mantuvo su actividad en
los tres tiempos de evaluacion. La variedad Chan mostro la mayor acumulacion de Pro a
los siete dias de tratamiento con sal. Mediante la medicion del flujo de iones (MIFE), se
vio que la variedad Ba’alche fue la que presenté menos flujo de salida de K* en la mayoria
de los tratamientos. Respecto al flujo de salida H*, Chan fue la que tuvo menos
variaciones comparada con Ba’alche. La aplicacion exégena de Pro favorecié en un
menor flujo de salida de K* en la Ba’alche mientras que para Chan no tuvo cambios en los
diferentes experimentos. Por Gltimo, se pudo realizar un analisis sobre el comportamiento
de la Pro y se sugiere es fundamental ante estrés por sal y sequia, en salinidad su
sintesis se da a partir de las 24 hrs mientras que en sequia es a los 14 dias en ausencia
de agua. Todos estos resultados sugieren que existe una combinacion de varios

mecanismos de tolerancia que ayudan a tolerar y evitar el estrés salino en chile habanero.







ABSTRACT

Salinity is an environmental factor that limits the growth and productivity of crops in the
world. This stress disturbs ion homeostasis leading to their toxicity and on the other hand
leads to another type of stress known as osmotic. However, given these toxic effects,
plants have developed alternatives to reduce damage, such as the accumulation of
osmolytes that maintain turgidity and activation of transporters, whose function is to
prevent the entry of Na* or increase an efflux. Despite the economic importance of
habanero pepper, there are few or almost scant studies relation in salinity and tolerance
mechanisms in pepper. In this study it was concluded that of all the varieties of habanero
pepper evaluated, the Chan variety was the most tolerant while Ba'alche its counterpart
(sensitive) to a treatment of 150 mM NacCl, both in roots and leaves Chan showed greater
P5CS and P5CR transcript levels compared to Ba'alche, with respect to the activity of
P5CS Chan showed the highest activity at 72 hrs of salt exposure, on the other hand the
PDH in Ba'alche had a decrease as time increased of exposure to salinity while Chan
maintained its activity in the three evaluation times. The Chan variety showed the greatest
accumulation of Pro at seven days of salt treatment. By measuring the flow of ions (MIFE),
it was seen that the Ba’alche variety was the one with the least K* efflux in most
treatments. Regarding the H* efflux, Chan was the one with the least variations compared
to Ba’alche. The exogenous application of Pro favored a lower K* efflux in the Ba’alche
while for Chan it had no changes in the different experiments. Finally, it was possible to
carry out an analysis on the behavior of the Pro and it is suggested that it is essential to
stress due to salt and drought, in salinity its synthesis occurs after 24 hrs while in drought
it is at 14 days in the absence of Water. All these results suggest that there combination of

several tolerance mechanisms that help to tolerate and avoid saline stress in habanero

pepper.
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El exceso de sales solubles en el suelo, principalmente NaCl, asi como su disponibilidad
en los suelos ricos en sales pueden estar sujetos a una salinizacioén progresiva (Munns y
Tester, 2008). En las granjas y zonas de cultivo la continua irrigacién con agua rica con
sales, la salinizacion puede tender a un aumento en los niveles de las sales en la
superficie del suelo (Corwin et al., 2007). La salinidad limita el crecimiento de muchos
cultivos sensibles a la sal (glicofitas) con ello llevando a pérdidas millonarias y de
rendimiento (Horie et al., 2012). El impacto que tiene la salinizacién sobre el crecimiento
vegetal resulta de una serie de estreses primarios o una combinacién de un estrés hiper-
osmotico y la toxicidad idnica (estrés ionico), causando la acumulacion de sales,
mayormente de NaCl en casi todos los érganos de las plantas (Munns y Tester, 2008;
Waters et al., 2013; Almeida et al., 2017). El crecimiento vegetal en los suelos salinizados
por altas concentraciones de iones de sodio (Na*) puede resultar en un dafio a la
membrana celular, alterar los niveles de reguladores de crecimiento, inhibir enzimas,
desorganizar la fotosintesis, interferir con la homeostasis ibnica, dar como resultado una
sobre producciéon de Especies Reactivas de Oxigeno (EROSs) y por ultimo muerte vegetal
(Munns y Tester, 2008; Julkowska y Testerink, 2015). Una alta concentracion de Na*
puede inhibir los efectos en la absorcidbn de los nutrientes esenciales con similares
propiedades fisico-quimicas, tal como potasio (K*) (Hamamoto et al.,, 2015; Almeida et al.,
2017).

Ante las consecuencias deteriorantes que produce el estrés salino en las plantas, estos
organismos han desarrollado alternativas que puede contrarrestar los efectos dafinos de
la sal, uno de estos mecanismos es la acumulacion de compuestos no téxicos llamados
solutos compatibles, tal es el caso del aminoéacido prolina (Pro) (Zhang et al., 2016; Rana
et al., 2016; Annunziata et al., 2017). La acumulacion de Pro en el crecimiento vegetal
bajo condiciones salinas contribuye en la proteccion contra el estrés a través de
numerosos mecanismos, por ejemplo: molecular osmotica, estabilizador de membranas y
macromomeluculas, inductor de genes involucrados en la tolerancia al estrés salino
(Hayat et al., 2012). Muchos de los procesos en el metabolismo de la Pro asi como su
catabolismo contribuyen en el balance del potencial redox (Szabados y Savoure, 2010).
La biosintesis de Pro ocurre por dos vias, una por el glutamato y otra por la via de la

ornitina, pero la via de glutamato es probablemente la via que predomina bajo
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condiciones de estrés (Hu et al., 1992; Delauney y Verma, 1993). Sin embargo, la
acumulacion de Pro inducida por estrés es variable en los cultivos y depende mucho de la
especie, el estado vegetativo y la concentracion de sal (Annunziata et al., 2017). Asi
mismo, la Pro puede aplicarse de manera exdgena en plantas estresadas, esto con el fin
de incrementar los niveles endégenos del amino&cido in planta, para minimizar el dafio y
un restablecimiento en la tolerancia a la sal (Roy et al., 1993; Hoque et al., 2007) y para
mejorar la retencion de agua, crecimiento y la activacion de defensa antioxidante. Muchos
estudios han mostrado efectos benéficos con la aplicacion exdégena de Pro como es el
caso de trigo y otros cultivos que estan sujetos a moderado estrés por sal (100 mM de
NaCl) (Mahboob et al., 2016); aunque también la tolerancia relativa a la salinidad no
correlaciona con los contenidos enddgenos de Pro en trigo (Plazek et al., 2013). Sin
embargo, la tolerancia a la salinidad es una caracteristica compleja que es controlada por
muchos genes y en la cual participan varios mecanismos fisiolégicos, bioquimicos y
moleculares. De hecho, es necesario la combinacion de varios de ellos para lograr un
incremento considerable en la tolerancia a salinidad (Zhang y Shi, 2013; Adem et al.,
2014). Los chiles (Capsicum spp.) son un género econémicamente importante de la
familia de las Solanaceas. También, los chiles son sensibles a patdgenos y factores
abidticos como sequia y salinidad. De hecho, son considerados como moderadamente
sensibles, sensibles o muy susceptibles a este ultimo factor abiético (Maas y Hoffman
1977; Aktas et al., 2006). Sin embargo, a pesar de su importancia econémica se tiene
poca informacion sobre los mecanismos de tolerancia a salinidad en este género. Con el
fin de contribuir al conocimiento del estrés por sal en especies horticolas como son los
chiles, en este trabajo se caracterizd el efecto de NaCl y la sensibilidad a la salinidad
entre varias variedades de chile habanero (Capsicum chinense Jacq.). Asi mismo, se
tomaron dos variedades contrastantes en su tolerancia y sensibilidad a la sal, se pudo
analizar el metabolismo de Pro a través de sus genes que codifican para enzimas que
participan en la biosintesis y degradacion de Pro y por ultimo mediante la utilizacién de
estudios electrofisioldgicos usando microelectrodos selectivos (MIFE) se analizé el
comportamiento de las dos variedades contrastantes con la aplicacion exdégena de Pro y

sin este aminoacido, sobre el flujo de iones tanto de K* como H*.
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ANTECEDENTES GENERALES

1.1 LA SALINIDAD

En el mundo existe un amplio rango de ambientes estresantes (altas y bajas
temperaturas, sequia, alcalinidad, salinidad, estrés por luz ultravioleta e infeccién por
patdégenos) que son potencialmente dafinos para las plantas (Van Breusegem et al.,
2001). Asi mismo, la salinidad ha demostrado ser uno de los principales factores de estrés
abiotico, especialmente en regiones aridas y semi-aridas, y que puede afectar
severamente el crecimiento, rendimiento y calidad de los cultivos agricolas, limitando con
ello la produccion de alimentos de origen vegetal (Serrano et al., 1999; Allakhverdiev et
al., 2000; Hasegawa et al., 2000; Zhu, 2001; Cramer, 2002; Aktas et al., 2005; Koca et al.,
2007). A nivel mundial hay mas de 800 millones de hectareas (ha) afectadas por la
salinidad (FAO, 2008), esta cantidad representa mas del 7 % del area total de la superficie
terrestre y se ha visto que el continuo aporte de sales con las aguas de riego y las altas
tasas de evapotranspiracion en las plantas originan la acumulacién de sales en los suelos
agricolas (Munns y Tester, 2008). Por consiguiente la mayor parte de las tierras han sido
afectadas por causas naturales, como la acumulacién de sales en zonas aridas y semi-
aridas durante largos periodos de tiempo (Rengasamy, 2002) o la erosién de las rocas
que liberan sales solubles y que pueden ser de varios tipos, entre las principales sales
que contribuyen a esta salinidad, se encuentran el carbonato de sodio (Na.COs), los
sulfatos de sodio (Na;SO4), magnesio (MgSO.) y calcio (CaSO.); los cloruros de
magnesio (MgCl,), potasio (KCI) y sodio (NaCl), siendo esta ultima sal y el ion sodio (Na*)
los mas abundantes en los suelos (Szabolcs, 1989; Aleman-Guillén, 2009). El cloruro de
sodio (NaCl) es la sal mas soluble y abundante en los suelos salinos, la otra causa de la
acumulacion es la deposicién de sales oceanicas acarreadas por el viento y lluvia. El agua
de lluvia contiene de 6-50 mg/kg de NaCl, estas concentraciones disminuyen a mayor
distancia de la costa, sin embargo, podria depositar cerca de 10 kg/ha de sal por cada

100 mm de precipitacion por afio (Munns y Tester, 2008).

De las 1500 millones de hectareas de tierra seca cultivada en la agricultura, 32 millones
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de hectareas (2 %) se ven afectadas por la salinidad en diferentes grados.
Consecuentemente de las 230 millones de ha de tierras regadas o de regadio, 45 millones
de ha (20%) son afectadas por la salinidad (FAO, 2008).

La salinidad es una condicién de los suelos caracterizada por una alta concentracion de
sales solubles. Los suelos son clasificados como salinos cuando su conductividad
eléctrica (CE) es mayor de 4 dS/m (USDA-ARS., 2008), que es aproximadamente
equivalente a 40 mM NaCl y genera una presion osmotica de aproximadamente -0.2 MPa.
Esta definicion de salinidad deriva de la CE que reduce significativamente la productividad
de la mayoria de los cultivos agricolas. Como se menciond anteriormente la sal mas
soluble y abundante es el NaCl, por lo tanto, es necesario conocer que el sodio (Na*) es el
sexto elemento mas abundante en la corteza terrestre, que comprende cerca del 2.8%
(Lutgens y Tarbuck, 2003), y después del cloro (Cl) es el segundo soluto mas abundante
en los océanos. En este ultimo, el Na* tipicamente prevalece en concentraciones de 470
mM (Harris, 1996; Epstein y Bloom, 2005); la salinidad puede ser resultado de la escasez
de lluvias, la alta evaporacion, el mal manejo del agua y por ultimo el uso indiscriminado
de enormes cantidades de fertilizantes quimicos que aumentan las concentraciones de

sales en la rizosfera (Mahjan y Tuteja, 2005).

1.1.1 Estrés salino en plantas

Es interesante reflexionar sobre la evolucion de los primeros afios de la vida en el entorno
denominado salino, y que, por lo tanto, no es una sorpresa que los organismos marinos,
desde los protistas a los animales, son altamente tolerantes a la sal, de hecho, requieren
Na* para mantener su turgencia celular y metabolismo. Incluso en los animales terrestres,
el Na* juega un papel de nutriente esencial. En mamiferos, las concentraciones de Na* en
el torrente sanguineo se mantienen altos, esto en virtud de estrictos mecanismos
homeostaticos (Grinstein y Rothstein, 1986) y sus concentraciones estan de 135 a 145
mM, por otro lado, en el sistema renal y la orina se ha visto que existen concentraciones

aln mas altas (Segen y Stauffer, 1998).

Por el contrario, en la mayoria de las plantas terrestres, cuando son expuestas a

concentraciones similares a las que se encuentran en el torrente sanguineo de los
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mamiferos, mucho menores que la de los océanos, las plantas sufren sintomas de
toxicidad de moderados a severos. Sin embargo, tales concentraciones frecuentemente
son encontradas y superadas en los suelos, aunque también rara vez presenta una
distribucibn homogénea pero esto esta asociado a la heterogeneidad espacial (Bazihizina
et al., 2012).

Las plantas se clasifican como haléfitas o glicofitas de acuerdo a la capacidad de crecer y
desarrollarse en ambientes ricos en sales o bajos contenidos de sales respectivamente
(Sairam y Tyagi, 2004). Las halofitas son consideradas plantas que pueden ser parte de la
flora nativa en los suelos salinos, sobrevivir y completar su ciclo de vida a altas
concentraciones de sal; se les han llamado plantas amantes de la sal o del agua salada
(Ruan et al., 2010). Para su 6ptimo crecimiento, las plantas hal6fitas requieren de altas
concentraciones de sal y pueden crecer en suelos con NaCl que presentan
concentraciones mayores de 400 mM (Flowers et al.,, 1977; Hawighorst, 2007). Asi
mismo, las plantas glicéfitas tienen una limitada capacidad para alojarse en presencia de
sales y su desarrollo puede ser extremadamente reducido a bajos niveles relativos de
sales (Aleman-Guillén, 2009). Las glicéfitas son definidas como plantas que son sensibles
a la salinidad (Flowers, 2004; G¢él, 2006) o tolerantes a bajas concentraciones de sal. Sin
embargo, el crecimiento de las glicéfitas no es estimulado por la sal en ningln rango de

concentraciones (Maas y Nieman, 1978; Zafar, 2008).

Las glicéfitas pueden tener un amplio rango de respuestas dependiendo del tipo de cultivo
y su desarrollo durante todo su ciclo de crecimiento, donde la respuesta a la salinidad
puede cambiar en relacién a diversos factores, como por ejemplo: el ambiente de cultivo,
la etapa de desarrollo de la planta y la magnitud (concentracion de sal y tiempo de
exposicion) del estrés experimentado en el tiempo (Munns, 2002). Los efectos téxicos de
la salinidad en el crecimiento de la plantas pueden estar asociados con: 1) bajo potencial
hidrico del medio en contacto con la raiz que causa o provoca un déficit de agua dentro
de la planta; 2) los efectos toxicos de iones, principalmente por Na*, ClI'y SO.%; y por
ultimo 3) el desbalance nutricional causado por la reduccion en la toma de nutrientes (por
ejemplo, K*, Ca?", Mg?") y su transporte a los brotes (Munns y Termaat, 1986; Ashraf,
1994; Marschner, 1995; Serrano et al., 1999; Hasegawa et al., 2000).

En general, las plantas expuestas a salinidad pueden presentar los siguientes efectos:
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estrés hidrico, toxicidad por iones, desordenes nutricionales, estrés oxidativo, alteracion
de procesos metabdlicos, desorganizacion de la membrana, genotoxicidad, reduccién de
la expansion y division celular (Hasegawa et al., 2000; Munns, 2002; Zhu, 2007). A la vez,

estos efectos reducen el crecimiento, desarrollo y supervivencia de las plantas.

Durante el inicio y desarrollo del estrés salino, dentro de la planta se ven afectados
procesos de gran importancia tales como la fotosintesis, la sintesis de proteinas y el
metabolismo de lipidos (Parida y Das, 2005). Durante una exposicion inicial a la salinidad,
como se menciond anteriormente las plantas reducen su expansion foliar. El efecto
osmdtico del estrés salino puede ser observado inmediatamente después de la aplicacion
de NaCl y se cree que puede continuar durante la exposicion, resultando en una inhibicién
en la divisibn y expansion celular, asi como en un cierre estomatico (Flowers, 2004;
Munns, 2002). Durante una exposicion a la salinidad a largo plazo, las plantas
experimentan estrés ibnico, que puede conducir a la senescencia prematura de hojas
adultas y asi, a la reduccién de la disponibilidad del area fotosintética la cual puede servir
de base para un crecimiento continuo (Cramer y Nowak, 1992). De hecho, un exceso de
Na* y CI han mostrado una potencial afectacién para las enzimas en las células vegetales
y también pueden causar incremento en el tamafio celular, resultando en una reduccién
en la produccién de energia y otros cambios fisioloégicos (Larcher, 1980). El estrés idnico
como se menciond tiene como resultado la senescencia prematura en las hojas mas
viejas y se muestran los sintomas de toxicidad (clorosis y necrosis) en hojas maduras
debido a altas concentraciones de Na* este ion desorganiza la sintesis de proteinas
debido a que desplaza o disminuye la concentracién de K* en el citosol el cual juega un
papel importante en el acoplamiento de los ribosomas, asi mismo, el Na* causa una
disminucion de la actividad enzimatica (Munns y Termaat, 1986; Hasegawa et al., 2000;
Munns, 2002).

1.1.2 Absorcién y transporte de Na* en plantas

Las células epidérmicas constituyen la primera barrera para el movimiento de los iones en
la raiz (Plett y Moller, 2010). Esta barrera proporciona una regulacién de la entrada hacia
el xilema (cerca del 2 %) asi como la exclusion de sales (alrededor del 98 %) a la solucion

del suelo (Munns et al., 2005). Por otro lado, los iones y solutos pueden viajar a partir de
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la epidermis hacia el xilema por via simplastica, esto puede darse mediante la
introduccion en las células de la raiz y de esta manera moverse de célula en célula a
través de los plasmodesmos o por via apoplastica, es decir, transportandose a través de
la membrana plasmética (White et al., 2002).

Muchos trabajos han postulado los mecanismos de transporte de Na* tanto en su
absorcién como en su exclusion en la célula vegetal (Munns y Tester, 2008; Zhang et al.,
2010; Kronzucker y Britto, 2011; Cheeseman, 2013). Existe una discrepancia y no ha
surgido un consenso respecto a la relacion real en cuanto al papel de los diversos
componentes de la planta. Por otro lado, no existe ningln candidato molecular identificado
y demostrado de manera convincente que sea el que transporte el Na* en el flujo de
entrada a la célula bajo condiciones toxicas. Dentro de todos los estudios, el candidato
mas fuerte que se ha reportado en la actualidad, son ciertas subclases de canales

catidnicos no_selectivos (NSCCs, por sus siglas en ingles), insensibles a voltaje V-

NSCCs, que participan de manera critica y la mayoria de la evidencia se ha derivado de
estudios electrofisioldgicos (Figura 1.1), en los cuales se demuestra de manera concreta
que los NSCCs pueden conducir corrientes de Na*. Ciertamente, la mayoria de estos
estudios electrofisiologicos se realizaron utilizando la técnica de path-clamp, en
membranas de protoplastos los cuales carecen de pared celular, en ellos se midieron los

flujos de Na* asi como su acumulacién (Kronzucker y Britto, 2011).

Otras proteinas transportadoras han recibido atencion como candidatas potenciales para
el flujo de entrada de Na* en las células de la raiz, estos son los transportadores de
cationes de baja afinidad (LCT1, por sus siglas en inglés) que permiten la toma de Na*
(Schachtman et al., 1997; Amtmann et al., 2001) y tanto los transportadores de alta
afinidad de K* como los transportadores pertenecientes a la familia multigénica de los
KUP/HAK/KT. Por otro lado, existen casos especiales en algunas especies como
Arabidopsis (Arabidopsis thaliana) y arroz (Oryza sativa) se ha visto que canales de
rectificacion entrante permeables a K* que pertenecen a la familia Shaker, cuyo nombre
son AKT participan permitiendo la entrada de Na* al citosol, sin embargo estas proteinas
para las demas plantas muestran una perfecta selectividad para K* aunque sufren
despolarizacién permanente, de manera que se impide la entrada de Na* (Santa-Maria et
al., 1997; Amtmann y Sanders, 1999: Blumwald et al., 2000; Golldack et al., 2003; Nieves-




CAPITULO |

Cordones et al., 2010; Zhang et al., 2010). Otro estudio donde se muestra que AKT podria
estar involucrado en el flujo de entrada de este ion fue realizado en la planta haldfita S.
maritima (Wang et al. 2007), en este se muestra evidencia sobre de la participacion de
AKT cuando se somete a las plantas a 150 mM de NacCl, pero no existié entrada de Na* a
concentraciones de 25 mM por tal motivo los autores sugieren que AKT podria estar
implicado en la toma del ion. Hasta cierto punto la evidencia relacionada con la funcion de
AKT como mediador en el flujo de entrada de Na* es relativamente limitada y es claro que

este tipo de canales debe recibir mayor atencion para futuras investigaciones.

Por Ultimo, se encuentran los miembros de los transportadores de la familia HKT. Los
miembros de la subfamilia HKT1 se propone que operan mayormente en la regulacién y
translocacion de Na* de las raices a los brotes (Sunarpi et al., 2005; Moller et al., 2009),
mientras que los de la subfamilia HKT2 han sido implicados en el flujo de entrada primario
de Na*, al menos a bajas concentraciones de Na* y principalmente en cereales (Horie et
al., 2001; Laurie et al., 2002; Munns y Tester, 2008; Hauser y Horie, 2010; Horie et al.,
2011; Schulze et al., 2012).
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Figura. 1.1 Diagrama de los probables candidatos que participan en la toma o
flujo de entrada de Na+ en las células de la raiz de la planta. Las flechas solidas
indican la direccién del flujo de Na*, las flechas discontinuas indican la direccion
del flujo de protones (para el caso de los NHX1 o SOS1) o pueden estar
acompafiados de iones (este caso para los cotransportadores cloro-cation
(CCCs), para el caso de los canales AKT1 solo se ha visto su participacion en
ciertas especies (Arroz y Arabidopsis) y halofitas; LCT, Transportadores
Cationicos de Baja Afinidad; VI-NSCC, Canales Catiénicos No Selectivos

Insensibles a Voltaje (modificado de Kronzucker y Britto, 2011).

Otra potencial via de entrada de Na* a la célula, y que ha recibido menos atencion, pero
no deben ser descartados, son los transportadores que llevan a cabo transporte del tipo
simporte, en particular estos que simultanea y electroneutralmente pueden transportar Na*
o K* junto con el CI, son los conocidos Cotransportadores Cloro-Catién (CCCs, por sus
siglas en inglés) (Haas y Forbush, 1998; Colmenero-Flores et al., 2007; Zhang et al.,
2010). Dada la tipica co-presencia de Na" y Cl en altas concentraciones en suelos
salinos, esta posibilidad es particularmente atractiva para la toma de Na*. Se ha visto que
en células animales, los CCCs juegan un papel importante en la osmoregulacién (Gamba
et al., 1993; Hoffmann y Dunham, 1995; Gillen et al., 1996; Haas y Forbush, 1998) y su
presencia en plantas ha sido comprobada por Harling et al., (1997) donde demostraron
que los CCCs participan en el control de la division celular independiente de auxinas. Mas
recientemente, un miembro de la familia de los CCC en A. thaliana, AtCCC, fue
caracterizado en ovocitos de Xenopus, para ello se realizaron micro inyecciones de
ARNm (&cido ribonucleico mensajero) y se observé un incremento en el influjo de ??Na*,

8Rb* y 3CI- simultineamente en dichos ovocitos (Colmenero-Flores et al., 2007).

Por otra parte, la identificacién de los sistemas antiportes de Na*/H* se ha establecido de
manera clara (Figura 1.1), uno de estos es el sistema SOS1 (de Salt Overly Sensitive),
este es responsable de exclusion del citosol hacia fuera de la célula, por lo que se
encarga de la salida de Na* a través de la membrana plasmatica, esto se observé en
plantulas de A. thaliana (Shi et al., 2000), el otro es el sistema NHX1, el cual se ha
sugerido que participa en la compartamentalizacion de Na* en la vacuola y es
mayormente localizado en el tonoplasto, sin embargo estos dos tipos de transportadores

se sugiere que son los encargados de regular la tolerancia al NaCl y regular las
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concentraciones de Na* dentro de la célula (Apse et al., 1999).

1.1.3 Principales efectos de la salinidad

De manera general, en cuanto al crecimiento, ciertamente los cultivos responden a la
salinidad en dos fases: la primera es una fase continua o también llamada fase de estrés
osmdtico y este estrés se da como consecuencia del bajo potencial hidrico y presion
osmdtica que ejercen las soluciones con altas concentraciones de sales, la cual baja su
energia potencial (el agua siempre se mueve de un alto a un bajo nivel de potencial de
energia), que dificulta la entrada de agua a la planta; la segunda fase o tipo de estrés que
se desarrolla en presencia de la salinidad es el estrés ionico, tiene un tiempo lento y se da
cuando hay una acumulacion de iones especificos en la planta durante un periodo de

tiempo que conduce a la toxicidad por el desequilibrio de iones (Munns y Tester, 2008).

Estudios realizados por Munns et al. (2006), sugieren que la respuesta de las plantas ante
la salinidad esta dada tanto por un estrés osmotico como por un estrés ionico; se
menciona que estos efectos ocurren secuencialmente. Usando los modelos que sugieren
Munns et al. (2006) y Rengasamy (2010), se evalu6 el crecimiento de trigo utilizando un
sistema hidropénico, en este se utilizaron recipientes que contenian solucién nutritiva
Hoagland, a esta solucién se le adicion6 diferentes concentraciones de NaCl, concluyen lo
siguiente: (1) a bajos niveles de salinidad (7 dSm™), el efecto osmético fue continuo
durante todo el periodo de crecimiento evaluado. Sin embargo, después de ~25 dias de
tratamiento, hubo una diferencia entre NaCl y la solucién Hoagland, mostrando el efecto
ionico de Na* que se vio reflejado en la reduccién del crecimiento. Esto concuerda con las
conclusiones publicadas por Munns et al (2006); (2) no obstante, a concentraciones
mucho mas altas en la solucién salina (30 dSm™), el efecto osmético fue predominante y
el efecto i6nico del Na* fue minimo. Por lo tanto, parece ser que cuando se esta por
encima del “valor umbral de conductividad eléctrica (CE) en la solucion salina”, el efecto
osmotico es el mecanismo mas dominante y el efecto idnico puede ser insignificante a
altos niveles en la CE. Recientemente, Tavakkoli et al. (2010), han confirmado estos

resultados usando dos variedades de cebada.

Finalmente, la salinidad produce tanto estrés osmotico como ionico, a estos se les conoce
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como factores de estrés primarios, sin embargo, el estrés salino y otros factores
ambientales pueden causar un estrés secundario, el estrés oxidativo (Figura 1.2), este
tipo de estrés se presenta por el incremento de especies reactivas de oxigeno (ROS, por
sus siglas en ingles), tales como el radical superéxido (O2™), peroxido de hidrogeno (H20-)
y el radical hidroxilo (OH). Estas son altamente reactivas y se ha visto que alteran el
metabolismo celular normal a través del dafio oxidativo en lipidos, acidos nucleicos y
proteinas (Adly, 2010), éstas ultimas pueden sufrir modificaciones en aminoé&cidos,
fragmentacion de la cadena peptidica e incremento en la susceptibilidad a sufrir protedlisis
y de manera general la célula puede tener un desbalance metabdlico lo que conlleva a un

deterioro celular (Ahmad et al., 2010).

ESTRES SALINO

ESTRES IONICO: . .
Deficiencia K*/ ESTRES OSMOTICO

exceso en el
influjo de Na*

Estrés
oxidativo (ROS)

Inhibicién de:

+ Toma de agua

. . ) « Crecimiento
Principales efectos | [ Destoxificacion (ROS):||.  Eotosintesis

« Dafio celular Comp. enzimaticos y n
* PCDy necrosis ||enziméticos
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» Actividad enzimatica
» Sintesis de proteinas
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« Despolarizacion de la
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Figura. 1.2 Principales efectos del estrés salino. En flechas rojas se muestran
los principales dafios en la célula, en flechas azules se muestran los
mecanismos de tolerancia al estrés salino (tomado de Horie et al., 2012; Munns

y Tester, 2008; Shabala y Pottosin, 2014).

1.1.3.1 Estrés osmaotico

Los efectos de la salinidad en plantas son generalmente resumidos como estrés hidrico,

estrés salino y el desequilibrio i6nico. El estrés hidrico (disminucién del potencial hidrico a
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valores mas negativos) surge como resultado de la evaporacion del agua usado por las
plantas y la acumulacion de sal. El exceso de las cantidades solubles de sales en el suelo
limita la disponibilidad de agua y de esta manera disminuye el potencial hidrico de las
plantas, que es la respuesta mas comun bajo condiciones de salinidad. El potencial
hidrico y osmoético de las plantas puede convertirse en valores de potenciales mas
negativos con el incremento de las concentraciones de NaCl, mientras que la presion de
turgor se incrementa en presencia de NaCl. Entonces a manera de resumen, la salinidad
induce el estrés osmoético (Figura 1.2) el cual reduce la toma de agua en la zona radicular
de la planta. Las plantas regulan su transporte de agua bajo condiciones de estrés salino,
esto sucede debido a que las células necesitan de una proporcion de agua indispensable
para mantener el crecimiento y las funciones celulares vitales tales como la fotosintesis y
el metabolismo. En el transporte de agua a larga distancia de las raices a los brotes, la
evaporacion es una de las principales fuerzas motrices para el movimiento del agua,
especialmente en la via apoplastica. El estrés osmético inducido por salinidad por un lado
induce el cierre estomatico, lo que conduce a una reduccién en la evaporacién y el
transporte de agua en general (Yeo et al., 1985) y por otro se induce la acumulacion de
acido abscisico (ABA, por sus siglas en ingles) en raices, mientras que en hojas se
reduce la capacidad de acumular ABA por las condiciones de deshidratacion que produce
el Na* causando un efecto toxico por la poca disponibilidad de agua (Jia et al., 2002).

Junto con las vias apoplasticas, las vias simplasticas o transcelulares, son importantes en
el transporte de agua en las plantas. En estas vias, cuando el agua es transportada a
través de la membrana, el potencial hidrico juega un papel central en la fuerza motriz para
el movimiento del agua (Kramer y Boyer, 1985). Cuando los iones salinos estan disueltos,
estos disminuyen el potencial osmoético extracelular, el estrés salino reduce
inmediatamente la diferencia del potencial hidrico en el flujo de entrada de agua. Si el
gradiente de potencial hidrico es revertido esto puede deberse a al estrés osmotico
inducido por la salinidad (excesiva cantidad de iones disueltos que disminuyen
notablemente el potencial osmético extracelular), aunque también puede conducir a un
flujo de salida de agua de las raices (deshidratacion), por lo tanto, las plantas pierden su

turgencia, lo que conlleva a una disminucion en la expansion celular (Xiong y Zhu, 2002).

En este efecto se observa una disminucién en el crecimiento de las hojas y raices, incluso
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cuando las concentraciones de iones (Na* y CI) en la célula son bajas (Hawighorst, 2007).
Ademas, se ha visto que el estrés salino por NaCl provoca también la pérdida de
conductancia estomética, disminucion en la fotosintesis, toma de agua, asi como
nutrientes, estos efectos se le han atribuido en su mayoria al efecto osmético causado por
dicha sal (Munns, 1993; Xiong y Zhu, 2002; Tester y Davenport, 2003).

1.1.3.2 Estrés idnico

Existe toxicidad por sales en las plantas, como resultado de la absorcion y la acumulacion
de ciertos iones téxicos disueltos en el agua que se aplica en el riego dentro de un cultivo
en especial. Estos constituyentes téxicos incluyen principalmente al Na*, Cl'y SO,%. Estos
iones pueden reducir la productividad de los cultivos y eventualmente pueden causar
pérdidas en la produccion. Sin embargo, aunque no todos los cultivos son susceptibles en
la misma medida, la mayoria de los cultivos de interés comercial y alimenticio son
sensibles a concentraciones elevadas de estos iones (Abrol et al., 1988). Ante los efectos
toéxicos que produce Na*, una posible teoria es que la célula no tenga la suficiente
capacidad para que una vez que el Na" se encuentre en el citosol ésta lo pueda
compartamentalizar en la vacuola y de esta manera destoxificarse. Aunque también se ha
visto que Na* puede acumularse en las paredes celulares y conducir a una deshidratacion
celular (Munns, 2005).

Finalmente, el principal efecto de importancia se presenta en las células a altas
concentraciones de Na*, es el desplazamiento de K* de sitios blanco donde la funcién es
vital, esto es debido a que ambos iones muestran gran similitud quimica, cominmente se
les conoce como “los gemelos”, de esta manera las proteinas transportadoras que se
encuentran en la membrana plasmatica tienen la dificultad para distinguir entre alguno de
estos dos iones. Tan es asi que bajo condiciones de altas concentraciones externas de
Na*, puede existir una toma substancial de Na* sobre K* en transportadores o canales
(Blumwald et al., 2000). El primer punto de interaccion entre el Na* y K* es que ingresan a
la raiz por via simplastica. Sin embargo, altas concentraciones de Na* inhiben
directamente los sistemas de transporte de K*, ademas, el Na* se ha visto que causa una
despolarizacion del potencial electroquimico de la membrana, lo que repercute en una

disminucién en la absorcidon de K*. En consecuencia, en condiciones de estrés salino, la
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deficiencia de K* puede ocurrir como se ha reportado en maiz, melon y chile (Botella et
al., 1997; Kaya y Higgs, 2003; Kaya et al., 2007; Aleman-Guillén, 2009).

Cuando se acumula Na* en las hojas en concentraciones toxicas para la célula, esta
toxicidad esta dada por el efecto ibnico especifico (estrés idnico) (Figura 1.2) (Munns,
2005). El Na* es transportado a las hojas, especialmente en hojas maduras se incrementa
la concentracion de Na*, y se ha observado una disminucion en la concentracién de K*
sobre Na* (K*/Na*) que es producida por la interaccion de estos iones. Por el contrario, a
bajas concentraciones citosoélicas de la relacion K*/Na* se ha observado que existe una
inhibicién en la actividad de numerosas enzimas en el citoplasma, esto se debe a que el
K* activa a mas de 50 enzimas (Hawighorst, 2007). Ademas, el K* se requiere en altas
concentraciones para la sintesis de proteinas (alrededor de 130 mM de K*), esto se debe
a que en el proceso de traduccion, incluyendo los pasos de unién del ARNt (ARN de
transferencia) a los ribosomas el K* juega un papel muy importante, por ello que cuando
se tienen altas concentraciones de Na* en el citoplasma la sintesis de proteinas se ve
afectada (Wyn Jones et al., 1979; Blaha et al., 2000; Hawighorst, 2007).

1.1.3.3 Estrés oxidativo

La exposicion de plantas a un estrés salino conduce tanto a estrés osmético como iénico,
pero a su vez estos pueden dar lugar a un estrés secundario conocido como estrés
oxidativo (Figura 1.2) en donde la célula puede verse afectada por una sobre regulacion y
dar lugar a una sobre produccion de ROS tales como H,O, (peréxido de hidrogeno), Oz~
(radical superéxido), 'O, (oxigeno singlete) y *OH (radical hidroxilo). Este exceso de ROS,
se ha visto que causa reacciones fitotGxicas tales como peroxidacion de lipidos,
degradacion de proteinas y mutaciones en el ADN (&cido desoxirribonucleico) (McCord,
2000; Wang et al., 2003; Vinocur y Altman, 2005; Pitzschke et al., 2006). En células
vegetales, las ROS responsables del estrés oxidativo son H.O,, O~ y ‘OH y son
producidos en el citosol, cloroplastos, mitocondrias y en el espacio apoplastico (Bowler y
Fluhr, 2000; Mittler, 2002). Diversos estudios han mostrado y sugerido que las ROS
desempefian un papel clave como moléculas sefializadoras las cuales estan involucradas
en la transduccion de sefiales para contrarrestar diversos factores como por ejemplo: la

infeccibn por patdgenos, ambientes estresantes, muerte celular programada vy
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estimulacion en el desarrollo (Mittler et al., 2004; Torres y Dangl, 2005).

El dafio causado en la membrana, inducido por el estrés salino puede ocurrir por el
aumento o sobreproduccion de altos niveles toxicos de ROS (Shalata et al., 2001). Un
aumento en la produccién de ROS puede resultar en el cierre estomatico, causando de
esta manera la disminucion en la concentracion de CO- dentro de los cloroplastos. Esto a
su vez provoca el descenso en las concentraciones de NADP* con un aumento
concomitante de ROS (Foyer y Noctor, 2003). El incremento en la concentracion de ROS
dafa las proteinas D1 del fotosistema Il (PSII, por sus siglas en inglés) que conducen a
una fotoinhibicion. El estrés aumenta la fotorespiracion y la actividad de NADPH que
también contribuye en un incremento en la acumulacién de H.O., que puede inactivar
enzimas mediante la oxidacion de grupos -tiol. Esta toxicidad de H2O2 no es debida a su
sola reactividad, porque requiere de la presencia de un metal reductor para formar el
altamente reactivo radical hidroxilo ("OH), que tiene la habilidad de reaccionar con todas

las moléculas biologicas (Halliwell y Gutteridge, 1989).

1.1.4 Mecanismos de tolerancia

La capacidad para tolerar una concentracion elevada de sales es un ejemplo cierto de la
adaptacion genética en plantas. Aunque la vida surgié en el mar, las células vegetales
evolucionaron en una condicién pobre en Na*. Por esta razon, la mayoria de las plantas
terrestres han perdido la capacidad para tolerar una cantidad de sal elevada. El problema
puede ser planteado a nivel celular, haciendo hincapié en el motivo por el cual las células
de las raices de las plantas terrestres no son capaces de excluir Na*y concentrar K* de
forma tan eficaz a como lo hacen las células de animales o de hongos (Rodriguez-
Navarro et al., 1994, Yeo, 1998, Benito y Rodriguez-Navarro, 2003). El incremento de Na*
en el citoplasma provoca a nivel celular reduccion de la sintesis proteica, dafios osmoticos
relacionados con la perdida de agua en las células, la inhibicion del transporte de
nutrientes y como consecuencia la muerte celular; en la planta completa se observa la
perdida de hojas o la inhibicion del crecimiento de las raices (Hasegawa et al., 2000;

Tester y Davenport, 2003).

No obstante, las plantas han desarrollado ciertos mecanismos que les confieren tolerancia
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a elevadas concentraciones externas de Na*. Estos mecanismos se manifiestan en un
amplio rango de adaptaciones, que comprenden desde el nivel celular hasta el de la
planta completa (Yeo, 1998; Hasegawa et al., 2000; Tester y Davenport, 2003). Las
plantas han mostrado mecanismos para disminuir los efectos negativos del estrés salino,

por ejemplo:
OSMOTOLERANCIA

Una de las mayores consecuencias del estrés por NaCl es la perdida de agua intracelular.
Ante esto, las plantas han mostrado mecanismos involucrados en la disminucién de la
toxicidad por NaCl. Las plantas acumulan muchos metabolitos que son también conocidos
como “solutos compatibles (organicos)’ en el citoplasma, éstos se sintetizan para
incrementar la tolerancia hiperosmotica contra la perdida de agua celular inducida por el
estrés salino. Este proceso es también requerido para el balance del potencial osmético

de Na* y CI que son secuestrados en la vacuola (Wyn Jones et al., 1977).

En cuanto al componente osmético, para superar los problemas de absorcion de agua, las
plantas requieren acumular solutos compatibles a nivel de citosol y organelos sin afectar
la actividad de las enzimas involucradas en el metabolismo. Algunos de estos son iones
esenciales como el K*, pero la mayoria son solutos organicos de bajo peso molecular
como azUcares simples (principalmente glucosa y fructosa), alcoholes derivados de
azucares (glicerol e inositoles metilados) y azucares complejos (trehalosa, resinosa y
fructanos). También se incluyen derivados de amino&cidos cuaternarios (prolina, glicina
betaina, B-alanina betaina, prolina betaina), aminas terciarias (1,4,5,5-tetrahidro-2-metil 1-
4 carboxil piramidina) y compuestos sulfénicos (o-sulfato de colina, propironato dimetil
sulfénico). Con este tipo de compuestos, las plantas logran disminuir o mitigar el potencial
osmético, hecho que facilita el movimiento del agua hacia el interior de las células de las
raices (Yokoi et al., 2002).

Prolina

La acumulacion de prolina (Pro) se da para mejorar la adaptacion tanto al estrés salino
como a la sequia (Smirnoff y Cumbes, 1989; Chen y Dickman, 2005). Esta acumulacion

se da bajo condiciones de deshidratacion y esto es debido al incremento en su biosintesis
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y una disminucion en la degradacién. La Pro es sintetizada en los plastidios y citoplasma,
mientras que su degradacion a L-glutamato es un proceso que se lleva a cabo en la
mitocondria. Existen dos diferentes precursores de la Pro en plantas; el glutamato y la
ornitina (Orn). La L-prolina es sintetizada y su via proviene a partir de L-glutamato por dos
reacciones sucesivas de reduccion (Figura 1.3), que son catalizadas por Al-pirrolina-5-
carboxilato (P5C) sintasa (P5CS) y P5C reductasa (P5CR) respectivamente (Delauney y
Verma, 1993).

El otro precursor involucrado en la biosintesis de la Pro es la Orn (Figura 1.3), que es
transaminado para dar lugar a P5C, esta reaccién es llevada a cabo por la enzima Orn-0-
aminotransferasa (OAT) mitocondrial (Verbruggen y Hermans, 2008). Las distintas vias de
glutamato y Orn contribuyen de forma diferente para la acumulacién de Pro inducida por
estrés en diferentes plantas. Bajo condiciones de estrés salino, la via de glutamato es
dominante en Vigna aconitifolia (Delauney et al., 1993). En plantulas jévenes de A.
thaliana, la via de la Orn trabaja en conjunto con la via de glutamato para promover la
acumulacién de Pro durante el estrés salino, pero cuando se evaluaron plantas adultas se
obtuvo que solo en la via de glutamato tienen mayor actividad las enzimas relacionadas
con esta via (Roosens et al., 1998). Ambas vias parecen contribuir para la acumulacion
de Pro inducida por salinidad en M. truncatula en cualquier etapa de desarrollo de la
planta (Armengaud et al., 2004). De igual manera se ha reportado que en estrés salino
existe un aumento en la acumulacion de Pro en hojas de dos cultivares de arroz, difiriendo
en su tolerancia, entonces esto sugiere la implicacion de este aminoacido en su
acumulacién contribuye en gran medida en el ajuste osmético durante estrés por salinidad
(Demiral y Turkan, 2006).

Se ha visto que plantas de tomate (S. lycopersicum cv. Radja) sometidas a estrés salino
en presencia de concentraciones de 140 mM de NaCl acumulan significativamente prolina
en el citoplasma celular de las raices primarias y secundarias. Por otro lado, a
concentraciones de 70 mM NaCl solo se observaron diferencias significativas de
acumulacién de Pro en raices primarias. Por lo tanto, estos resultados sugieren que a
nivel de raices, la acumulacion de Pro puede ser considerada como indicador de
sensibilidad al estrés salino en tomate, ademas de contribuir como respuesta adaptativa a

la disminucion del potencial osmatico en el citoplasma (Pérez-Alfocea et al., 1996).

17



CAPITULO |

H,N
Orn
\\ H,N
‘\ Orn (o] Cytoplasm or Chloroplast
OAT \ HO
\ P5CS1
P5CS2
m “ P5C <« Glu
/ \ 4 /\ ’HO
P5CR H NADPH 4 >
NAD(P) NAD(P)H \ :DAIE:P ATP I g
I o 1 H,N
I P5C : Glu o)
> PSC 7 >
e-acceptor Neduced NAD(P)\‘NAD(P)H
(FAD+) acceptor P5CDH

ProDH1  (FADH)

ProDH2
Om OAT

Arg Glu

BAC1

BAC2 Orn

Glu

a-ketoglutarate

Arg

Mitochondria
Figura. 1.3 Principales vias en el metabolismo de la prolina (Szabados y
Savoure, 2010; Verslues y Sharma, 2010).

SISTEMA ANTIOXIDANTE

Se conoce que la salinidad y el estrés hidrico inducen estrés secundario, y como
consecuencia del estrés idnico y osmotico se produce un estrés secundario conocido
como ‘“estrés oxidativo”. Durante el estrés oxidativo inducido por salinidad, la
disponibilidad de CO, atmosférico se ve reducido debido a un incremento en el cierre
estomatico y se reduce el consumo de NADPH por el ciclo de Calvin. Cuando la
ferredoxina es reducida durante la transferencia de electrones fotosintéticos, los
electrones pueden ser transferidos del fotosistema | (PS-I) al oxigeno para dar lugar a
radicales superdxido (O2") esto en el proceso llamado reaccion Mehler, la cual inicia una
reaccion en cadena donde se producen radicales de oxigeno mas dafiinos para la célula
(Hsu y Kao, 2003). Cuando se producen en exceso estas ROS citotdxicas, que son
continuamente generadas durante procesos metabdlicos normales en la mitocondria,
peroxisomas y citoplasma, pueden destruir el metabolismo normal a través de un dafio
oxidativo en lipidos, proteinas y acidos nucleicos (McCord, 2000). Las plantas al ser

organismos sésiles, son mas vulnerables a estos dafios oxidativos causados por factores
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ambientales (Foyer et al., 1994; Hippeli y Elstner, 1996). Consecuentemente, existe la
necesidad constante de mecanismos eficientes para mitigar el dafio oxidativo en los
componentes celulares. Por otro lado, las plantas han desarrollado sistemas eficientes
para remover ROS, que incluyen enzimas antioxidantes especificas que son depuradoras
de ROS y también se producen pequefias moléculas no enzimaticas que actlan en la
depuracion de ROS, tales como: ascorbato, glutation, a-tocoferol, flavonoides,

antocianinas, componentes polifendlicos y carotenoides.

Para mitigar el dafio ocasionado por el estrés oxidativo inducido por salinidad, las plantas
destoxifican las ROS por una alta regulacién de enzimas antioxidantes tales como la
superoxido dismutasa (SOD; EC 1.15.1.1), ascorbato peroxidasa (APX; EC 1.11.1.11),
catalasa (CAT; EC 1.11.1.6), glutatiéon reductasa (GR; EC 1.6.4.2) y glutatién peroxidasa
(GPX; EC 1.11.1.9). Las actividades armonizadas de estas mdltiples enzimas en
diferentes compartimentos subcelulares, logran un balance entre la tasa de formacion y
eliminacion de las ROS, y mantienen el H,O en niveles requeridos para la sefalizacion
celular. Es ampliamente aceptado que el grado de dafio oxidativo celular en plantas
expuestas a estrés abidtico es controlado por la capacidad de los sistemas antioxidantes
(McKersie et al., 1996; Noctor y Foyer, 1998; Acar et al., 2001; Tiurkan et al., 2005). De
igual manera, se ha reportado que existe correlacion entre la capacidad antioxidante y la
tolerancia a la salinidad, ademas, ha sido estudiado en diversas especies de plantas, tales
como algoddén (Gossett et al., 1994), citricos (Gueta-Dahan et al., 1997), arroz (Dionisio-
Sese y Tobita, 1998; Demiral y Tirkan, 2004, 2005), trigo (Meneguzzo et al., 1999),
chicharo (Hernandez et al., 1995, 2000), remolacha (Bor et al., 2003), mijo (Sreenivasula
et al., 2000), tomate silvestre (Shalata et al., 2001; Mittova et al., 2003; Koca et al., 2006),
ajonjoli (Koca et al., 2007), verdolaga (Yazici et al., 2007) y plantago (Sekmen et al.,
2007).

Ademas, en plantas transgénicas que sobreexpresan enzimas depuradoras de ROS, tales
como SOD (Breusegem et al., 1999; Alscher et al., 2002), APX (Wang et al., 1999), GR
(Foyer et al.,, 1995) y GPX (Roxas et al., 1997, 2000) mostraron un aumento en la
tolerancia a estrés osmotico, temperatura, foto inhibicion y estrés oxidativo. Por dltimo, se
ha observado que la sobreexpresion de SOD en plantas de tabaco, induce un incremento

en la defensa contra el estrés oxidativo inducido por alta luminosidad y bajas
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temperaturas, por lo tanto, estas plantas mantuvieron su tasa fotosintética bajo estas

condiciones de estrés (Gupta et al., 1993).

MECANISMOS DE FLUJO DE SALIDA, COMPARTAMENTALIZACION VACUOLAR Y
REMOVILIZACION DE Na*

A nivel celular, se minimiza la entrada de Na*, esto con el objeto de mantener una elevada
relacion de K*/Na* en el citoplasma (Amtmann y Sanders, 1999; Maathuis y Sanders,
1999; Serrano y Rodriguez-Navarro, 2001; Ragel et al., 2019); asi mismo, se potencia la
extrusion de Na* desde el citoplasma, hacia el exterior celular o hacia el lumen de la
vacuola, a través de transportadores antiportadores Na*/H* de tipo SOS1 o NHXI1,
respectivamente (Serrano y Rodriguez-Navarro, 2001; Zhu, 2001, 2003; Ward et al.,
2003). A nivel de planta completa, las plantas tolerantes a ambientes salinos suelen
minimizar el transporte de Na* al xilema (especialmente las glicéfitas; Hasegawa et al.,
2000) o maximizar, una vez alcanzado el tallo, la recirculacién a través del floema, hacia
zonas especializadas de la planta donde se produce la acumulacion de Na*, como ocurre

en hojas maduras o células secretoras (Tester y Davenport, 2003).

En la Figura 1.4 se muestra un modelo acerca de los procesos de transporte de Na*, a
nivel celular y de planta completa, implicados en la tolerancia a elevadas concentraciones

de Na* en plantas vasculares.
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Figura. 1.4 Principales sistemas de transporte de Na* involucrados en la

tolerancia a la salinidad (modificado de Maathuis et al., 2014).

1.2 POTASIO (K*)

Se sabe que la corteza terrestre contiene alrededor de 2.6% de K*. Asi mismo el K* es
absorbido por las plantas como el cation K*, que es facilmente soluble en el suelo. Es el
catibn mas abundante en el citoplasma, debido a que no es metabolizado, el K* y otros
aniones contribuyen significativamente al potencial osmético de las células. En los suelos,
la mayoria del K* esta en forma deshidratada y coordinada con atomos de oxigeno los
cuales no estan disponibles para las plantas. Las concentraciones tipicas en la solucién
de suelo varian entre el 0.1 a 6 mM de K*. Se ha visto que la deficiencia de K* es rara
pero para el crecimiento de plantas es generalmente estimulado por la adicion de K* y
fertilizacion a base de potasa, esto es una practica comun en muchas zonas productoras
(Maathuis, 2009).

1.2.1 Importanciay funciones biologicas del K*

El K* es un componente imprescindible de las células vivas y todas deben conservar

niveles adecuados del mismo para crecer y mantenerse con vida. La seleccién de K* en
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lugar del Na* sucedié al principio de la evolucién de la vida desde el medio marino y ha
sido conservada con muy pocas excepciones incluso en la mayoria de especies haldfilas.
El contintio aporte de K* a la célula desde el medio marino, en el que la concentracion de
Na* es elevada, ha dado forma a los mecanismos de homeostasis i6nica. Esto es también
aplicable a las especies terrestres, ya que han evolucionado de las especies marinas que
estaban continuamente en contacto con el agua de mar (Rodriguez-Navarro, 2000;
Garciadeblas et al.,, 2007). Las células vegetales siguen el modelo general descrito
anteriormente, siendo el K* un elemento esencial para las plantas tanto para el
crecimiento como para el desarrollo, es el cation mas abundante en los tejidos vegetales,

representa entre el 1y al 10% del peso seco de la planta (Leigh y Jones, 1984).

La concentracion citosélica de K* esta sometida a un control homeostatico muy estricto, el
cual se mantiene en valores entre 100 y 200 mM (Leigh y Jones, 1984). Por el contrario,
la concentracion de K* en los compartimentos subcelulares es altamente variable y refleja
el estado de la planta respecto a este macronutriente. El K* vacuolar compartamentalizado
dependiendo de los requerimientos se ha visto que es muy dindmico, puede existir una
ganancia o pérdida en la concentracion de este K* almacenado y pueden estar en funcién

de los requerimientos de la célula para mantener la homeostasis en el citosol.

Se ha comprobado que la concentracion vacuolar de K* oscila entre 10 y 200 mM, por otro
lado, se han encontrado concentraciones de hasta 500 mM en las células guarda de los
estomas. En el apoplasto las concentraciones son normalmente bajas, a excepcion de
células o tejidos especializados, como por ejemplo en los estomas, donde se puede
alcanzar una concentraciéon de 100 mM de manera transitoria. (Leigh y Jones, 1984;
Marschner, 1995; Ashley et al., 2006).

El K* participa en una serie de procesos fisioldgicos y bioquimicos muy importantes para
la planta, llevando a cabo funciones vitales en el metabolismo celular, en el crecimiento
vegetal y en la adaptacion a diferentes tipos de estrés. Estas funciones se pueden
clasificar en dos tipos: aquellas basadas en el mantenimiento de una concentracion
estable de K* (entorno de 100 mM) en compartimentos metabdlicamente activos, tales
como citoplasma, nudcleo, estroma de cloroplastos y matriz de mitocondrias; y aquellas
basadas en la alta movilidad en la planta a todos los niveles (celular, tisular y transporte a

larga distancia a través del xilema y el floema) (Marschner, 1995).
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La primera clase de funciones incluye activacion enzimética, sintesis proteica,
mantenimiento del aparato fotosintético, neutralizacién de cargas negativas en proteinas,
acidos organicos y mantenimiento de la homeostasis del pH citoplasmético (Figura 1.5).
La segunda clase de funciones comprende fendmenos relacionados con la
osmoregulacion y mantenimiento del potencial de membrana, tales como expansion
celular, desarrollo del tubo polinico, crecimiento vegetal, apertura y cierre de estomas,
movimientos de 6érganos inducidos por luz y movimientos sismonasticos (Figura 1.5)
(Marschner, 1995; Amtmann et al., 2004; Britto y Kronzucker, 2008; Maathuis, 2009;
Wakeel et al,. 2011).
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Figura 1.5 Principales funciones del K*. El K* se absorbe a través de los
transportadores (HAK) y canales (AKT). Dentro de la planta, las caracteristicas
intrinsecas del K* lo hacen idéneo para neutralizar las cargas negativas de los
acidos nucleicos (1) y las proteinas (2). Ademés, ElI K* activa enzimas
especificas (3) actuando como cofactor en reacciones enzimaticas entre el
sustrato (S) y el producto (P). Al ser el principal catién en las vacuolas (4), el K*
genera presion de turgor al arrastrar agua, para proporcionar una estructura
definida y conducir la expansion celular el crecimiento de la planta y los
movimientos de ésta, como la regulacion de la apertura y cierre de los estomas
(5). Modificado de Maathuis, 2009.
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1.2.2 Sintomas de deficiencia de K*

Un contenido de K* inferior a 10 g/Kg de peso seco provoca sintomas de deficiencia en la
mayoria de las especies vegetales. Algunos de los trastornos ocasionados por la
deficiencia de K* son: extension celular limitada, reduccion de la fotosintesis, alteracion en
la regulacién de la transpiracién, disminucion de la translocacion de los azlcares a la raiz
y acumulacién de compuestos organicos que contienen nitrégeno (Marschner, 1995;
Gierth y Maser, 2007). Debido a la gran cantidad de funciones esenciales que desempefia
este cation en el crecimiento vegetal y el metabolismo, las plantas deficientes en K*
muestran un fenotipo que se caracteriza por un crecimiento reducido, especialmente de

las partes aéreas y de las raices laterales.

Los sintomas visibles de la deficiencia comienzan con el amarillamiento y clorosis de las
areas con nervaduras de las hojas mas viejas, que se vuelven necréticas con la
progresion de la deficiencia y bajo condiciones severas tiene lugar la muerte de
meristemos laterales y terminales (Marschner, 1995; Amtmann et al., 2004). Por lo tanto,
la deficiencia de K* es uno de los factores mas importantes que afectan al rendimiento de
los cultivos, provocando una reduccion de la cantidad y calidad de la produccion, y
afectando al procesado de los productos recolectados (Marschner, 1995), ya que el K* es
importante para mantener la firmeza y textura del fruto, asi como el contenido de azucar

de tubérculos y de otros 6rganos de almacenamiento.

Las plantas deficientes en K* presentan una mayor susceptibilidad al ataque por hongos,
insectos y otros organismos patdgenos. Esto es debido a que se produce una alteracién
de la sintesis de compuestos de alto peso molecular (proteinas, almidon y celulosa),
acumulandose mayormente compuestos de bajo peso molecular como azlcares solubles,
acidos organicos, aminoacidos y nitrato, lo que crea un ambiente beneficioso para el
desarrollo y la alimentacion de patégenos e insectos (Marschner, 1995; Amtmann et al.,
2008). Estas plantas también son mas susceptibles a los dafios por helada y sequia, lo

cual a nivel celular se relaciona con la deficiencia de agua (Marschner, 1995).
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1.2.3 Retencion de K* como parametro de tolerancia

Las plantas han desarrollado mecanismos de tolerancia a la salinidad en los cuales, uno
de los mas importantes es la habilidad para retener K* en las células de raices y hojas. Se
ha visto y se sugiere que puede existir una correlacion negativa entre la magnitud de fuga
de K* y la tolerancia a la salinidad. Por tal motivo los diferentes grupos de investigacion
gque estudian los mecanismos de tolerancia a la salinidad sugieren que esta caracteristica
podria utilizarse como un parametro para la seleccién de nuevos cultivares resistentes,
tolerantes y sensibles ante el estrés salino, con la excepciéon de O. sativa (Chen et al.,
2005; 2007b,c; Smethurst et al., 2008; Lu et al., 2013; Coskun et al. 2013; Wu et al., 2013;
Bonales-Alatorre et al., 2013a; Adem et al., 2014). Sin embargo, se ha visto que cuando
existe aplicacién exdgena de compuestos organicos y cationes divalentes se podria evitar
el flujo de salida de K* en las células epidérmicas de la raiz, por lo tanto, esta alternativa
seria viable pero costosa para los productores que podrian cultivar en suelos ricos en
NaCl (Cuin y Shabala, 2005; Chen et al., 2007b; Zhao et al., 2007; Zepeda-Jazo et al.,
2008; Shabala et al., 2006; Sun et al., 2009).

1.2.4 Mantenimiento de la relacion K*/Na* citosdlica como mecanismo clave

para la tolerancia a la salinidad

La relacion K*/Na* citos6lica a menudo se confunde con la relacién K*/Na* del tejido
(partes aérea u hojas), lo cual resulta erréneo, puesto que es la homeostasis citosoélica de
K* y no su acumulacién vacuolar, lo que resulta esencial en los procesos metabdlicos, al
igual que este mismo ion contribuye en el potencial osmaético celular por lo que tiene un
papel importante en ajuste osmético (Maathuis y Amtmann, 1999; Shabala y Cuin, 2008).
Al respecto, existen evidencias en plantas modelo como A. thaliana y O. sativa, estos
estudios han sugerido la idea de que la homeostasis del K* a nivel de planta completa
bajo condiciones de salinidad tiene lugar, en gran medida, a través de la regulacion de las
concentraciones internas de Na* en los diferentes tejidos. Esto es llevado a cabo a través
de diferentes proteinas transportadoras las cuales se encargan de controlar la selectividad
de K* sobre la de Na*, mediante la extrusion de Na* al medio externo, su

compartamentalizacion vacuolar, asi como la carga y descarga en el xilema (Zhu et al.,
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1998; Tester y Davenport, 2003; Horie y Schroeder, 2004; Ren et al., 2005; Rus et al.,
2005; Sunarpi et al., 2005; Apse y Blumwald, 2007). En otra medida, la célula tiene como
funcion impedir y evitar el flujo de salida de la K* al medio extracelular (Shabala y Cuin,
2008).

A nivel celular, la toma de Na* puede estar restringida, dado que cuando ingresa a la
célula puede existir una exclusion de manera activa a la solucion del suelo de nuevo, esto
es dado mayormente a través del antiportador Na*/H* de la membrana plasmética
conocida como el sistema SOS1 (Zhu, 2003). De igual manera, una vez que el Na*
ingrese a la célula se puede dar la compartamentalizacién del exceso de este cation en la
vacuola a través del transportador Na*/H* de tonoplasto NHX1 (Zhang y Blumwald, 2001),

estos tipos de transportadores se consideran claves para la tolerancia a la salinidad.

A nivel de la planta completa, la adaptacion a la salinidad puede llevarse a cabo mediante
la reduccion de la carga de Na* hacia la parte aérea, la recirculacién de Na* en el floema,
la compartamentalizacion especifica de tejido y 6rgano en algunas especies, tales como
carga preferencial de Na* en estructuras menos sensibles como son las hojas
senescentes, epidermis, entre otras, y mediante la secrecién de sal desde la hoja a través
de glandulas de sal o vesiculas (Tester y Davenport, 2003). Un mecanismo importante es

sin duda, la recirculacion de Na* desde los 6rganos fotosintéticos hacia las raices.

Existen importantes indicios de que este proceso esta mediado por transportadores de K*
de alta afinidad conocidos como HKT (Rus et al., 2004; Davenport et al., 2007). Debido a
gue estos trasportadores estan implicados en la toma de K* en los tejidos vegetales
(Rubio et al., 1995) se han convertido en el principal objetivo de las estrategias para la
mejora de la tolerancia a la salinidad (Byrt et al., 2007).

1.3 CHILE HABANERO COMO MODELO DE ESTUDIO

1.3.1 Importanciay origen

La familia de las Solanaceas agrupa a las especies horticolas de mayor importancia que

se cultivan en Yucatan. Dentro de las Solanaceas, el cultivo del chile es de particular
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importancia para el estado por su gran demanda para la condimentacion de platillos
regionales y por su demanda actual en los mercados nacional e internacional. Todos los
chiles cultivados pertenecen al género Capsicum, dentro del cual se han reconocido cinco
especies domesticadas (C. baccatum L., C. pubescens R., C. annuum L., C. chinense
Jacq. y C. frutescens L.). El chile habanero es un cultivo de gran importancia econémica
para los productores de hortalizas del estado de Yucatan, ocupando el segundo lugar
después del cultivo del tomate (Tun, 2001).

La importancia econémica del chile se basa principalmente en el aumento en la utilizacién
de sus frutos que ha experimentado desde hace algunos afios. Segun datos de la FAO, el
chile es a nivel mundial el quinto producto horticola, atendiendo a su superficie cultivada.
La mayor superficie de cultivo se encuentra en el norte del estado y contribuye con mas

de un 90 % al volumen de produccion estatal (Borges-Gémez et al., 2008).

Generalmente, su fruto se comercializa en fresco para consumo directo 0 como una
materia prima para procesamiento industrial. Sin embargo, la demanda por frutos de alta
calidad, el polvo, las pastas, las salsas y otros derivados, excede la oferta actual de los
productores, procesadores e industriales del chile habanero de Yucatan (Leyva-Morales et
al., 2005). El interés por este cultivo no se centra Unicamente en su importancia
economica; se ha demostrado que el chile es una fuente excelente de colorantes

naturales, vitaminas como la C, E y A y minerales (Guzman et al., 2004).

Las investigaciones botanicas confirman el origen y domesticacion del género Capsicum
en el Nuevo Mundo. No hay evidencia de su existencia en otros continentes antes del

descubrimiento de América (Long-Solis, 1998).

1.3.2 Estudios empleando chile habanero

Entre la gran diversidad del genero Capsicum, el chile habanero es un simbolo cultural
que destaca por su picor, debido al alto contenido de capsaicina en el fruto (Laborde y
Pozo, 1984). Por esta razén, el chile habanero tiene gran importancia comercial para las
industrias farmacéuticas, de armas, cosmética, de pinturas, etc. (Salazar-Olivo y Silva-

Ortega, 2004). El chile habanero de la peninsula de Yucatdn se cultiva y se produce
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principalmente en los tres estados que la conforman: Campeche, Quintana Roo y
Yucatan. Debido a su importancia econémica como producto horticola e industrial, el
mejoramiento de chile habanero ha impulsado la investigacién béasica y aplicada desde el
punto de vista fisiologico, bioquimico y molecular.

Debido a la facilidad para cultivarlo en condiciones in vitro e invernadero, se ha usado
como modelo de estudio para evaluar la respuesta a diferentes condiciones de estrés
tanto bidtico como abidtico. Existen diferentes investigaciones de entre los cuales se usa
como modelo de estudio el chile habanero, en un estudio realizado por Celis-Ardmbulo et
al. (2011), observé que en plantulas de chile habanero al estar en presencia de NOg,
estas modificaron el crecimiento y el desarrollo de su sistema radicular, aumentando el
crecimiento o proliferacion de raices laterales. En trabajos recientes se ha reportado el
efecto que tiene el estrés hidrico sobre el crecimiento de plantas y metabolismo de
capsaicinoides en frutos de chile habanero (Zamudio-Moreno et al., 2013).
Recientemente, se ha reportado que las variedades de chile habanero ademas de diferir
en sus caracteristicas morfolégicas, difieren en su crecimiento y respuesta bajo
condiciones de ausencia de nitr6geno (Santiago-Antonio et al., 2014). Ademas, se han
realizado estudios con elementos toxicos como aluminio sobre el crecimiento del sistema
radicular de plantulas de chile habanero en condiciones in vitro (Bojorquez-Quintal et al.,
2014). En otro estudio llevado a cabo en chile habanero, se pudo observar que cuando las
plantulas estuvieron en un periodo de estrés hidrico por 21 dias, la prolina fue el osmolito
gue se acumul6é predominantemente en comparacion de la glicina betaina y se sugiere
gue solo la prolina podria estar involucrada en el ajuste osmaético durante un periodo de

estrés hidrico (Escalante-Magafia et al., 2019).

1.3.3 La salinidad y el género Capsicum

De acuerdo con el departamento de agricultura de los Estados Unidos (USDA, por sus
siglas en ingles) en 2011, el chile (C. annuum) y tomate (S. lycopersicum) son dos de los
mayores cultivos de consumo diario y que se han clasificado como cultivos
moderadamente sensibles a la salinidad (de la Pefia y Hughes, 2007). Asi mismo, otros
autores consideran que el chile es susceptible o muy suceptible a la salinidad (Navarro et

al., 2002, 2006; Aktas et al., 2006), pero existe poca informacion acerca de los efectos de
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la salinidad en el género Capsicum en general.

En C. annuum, la salinidad afecta el crecimiento de las plantas, su germinacion, altura,
longitud del sistema radicular y en general la biomasa se ve reducida significativamente.
En cuanto a la productividad esta también se ve reducida, al igual que el rendimiento,
presentando frutos pequefios con poco peso al igual que el nimero de frutos por planta se
va afectado (Chartzoulakis y Klapaki, 2000; Rubio et al., 2009; Kumar y Gothandam,
2014). Ademas, se ha visto que en algunos genotipos de C. annuum son tolerantes a
concentraciones de 150 mM de NacCl en la solucion nutritiva por un periodo de diez dias
para seleccionar los genotipos tolerantes a la salinidad, las plantas fueron expuestas a

100 mM de NacCly la severidad del estrés fue evaluada en las hojas (Aktas et al., 2006).

En trabajos realizados por Kumar y Gothandam, (2014), evaluaron los efectos del estrés
salino (25, 50, 100, 150 y 200 mM de NacCl) sobre caracteres morfolégicos y hormonas
endogenas de tres variedades de Capsicum, variedad CO1 (sensible), variedad K2
(moderadamente tolerante) y variedad G4 (tolerante), los resultados claramente
mostraron una disminucion en el tamafio de las hojas, peso del fruto, altura de la planta y
contenido de clorofila en todas las variedades a concentraciones de 150 y 200 mM NacCl.
por otro lado, al evaluar el contenido de hormonas enddégenas se observo una
disminuciéon en los contenidos de zeatina, auxinas y giberelinas, esto tuvo una alta
correlacion con el dafio en el tejido y por ultimo se pudo apreciar que a concentraciones
de 200 mM de NaCl se encontr6 que la variedad CO1 tuvo mayor porcentaje de muerte al
dia 35 comparada con las otras variedades evaluadas. En estudios realizados por Zhani
et al. (2012b; 2013), evaluaron el efecto del estrés por NaCl (34, 68, 102, 136, 170 y 205
mM) en diferentes cultivares de chile (C. frutescens L), entre los resultados obtenidos se
menciona que los dafos ocasionados por la salinidad se detectaron en el sistema
radicular (longitud, peso fresco y seco) y hojas (nimero y éarea) ademas, se pudo
cuantificar un mayor contenido de prolina en las hojas en la mayoria de las variedades
evaluadas. Los resultados mostraron que con el incremento de la salinidad, el contenido
de K*y Ca?" se vio disminuido. Por otro lado, al cuantificar el contenido de Na* en raices
este mostrd un incremento al igual que la biosintesis de proteinas y azucares solubles en

las hojas.
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1.3.4 Salinidad y chile habanero

Existen pocos o escasos reportes acerca de la salinidad y el chile habanero, en gran parte
ya que, en la peninsula de Yucatan, por el momento no existen reportes de cultivos de
esta especie en suelos con problemas de salinidad. Sin embargo, una alternativa para
conocimiento basico seria evaluar los diferentes cultivares utilizando agua de riego y con
ello poder observar si presentan cambios en morfologia, metabolismo en respuesta al

agua de riego.

Entre los reportes que han utilizado a chile habanero como modelo estan los estudios
realizados en nuestro grupo de trabajo donde se evaluaron, se seleccionaron y
caracterizaron dos variedades de chile habanero que difieren en sensibilidad a NaCl,
también se comparé su respuesta a estrés salino. La variedad Rex fue la que mostro mas
tolerancia, mientras que la variedad Chichén-ltza fue la méas sensible. Bajo estrés salino
(7 dias a 150 mM NacCl), la variedad Rex acumul6 mas prolina en las raices que la
variedad Chichén-Itza, por lo tanto se sugiere que la prolina podria estar jugando un papel
importante en la tolerancia y ajuste osmotico en esta variedad (Bojorquez-Quintal et al.,
2014b).

En resumen, se conoce que el chile habanero es una especie de gran importancia para la
peninsula de Yucatan a nivel de produccion y a nivel mundial ha mostrado una mayor
demanda con el paso de los afos, sin embargo, esta especie tiene una gran variabilidad
genética y es uno de los cultivos que presentan mayor sensibilidad a estrés por sal. Por lo
tanto, es importante realizar estudios relacionados con los mecanismos de tolerancia a la
salinidad, ya que existen pocos reportes con respecto al tema, sobre todo comparando
diferentes variedades, esto seria de gran importancia para seleccionar genotipos que
muestren mayor tolerancia a este tipo de estrés. Por lo tanto, en este trabajo se utilizara
como modelo de estudio al chile habanero, se compararon cuatro variedades expuestas a
diferentes concentraciones de NaCl y durante un periodo determinado (siete dias), este
trabajo se enfoca en conocer y sugerir la manera de regulacion de genes y enzimas
relacionadas con el metabolismo de prolina, y el papel que tiene este aminoacido si se le

adiciona de manera exogena a las plantulas a través de la medicion de flujo de iones.
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HIPOTESIS

Si el estrés por NaCl modifica el metabolismo de prolina, provocando su acumulacién y
facilitando la retencion de K*, entonces si suplementamos de manera exdgena este
aminoacido esperariamos los mismos resultados en variedades susceptibles a chile

habanero.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del estrés salino (NaCl) sobre el metabolismo de la Prolina y su efecto
de este aminoacido aplicado de manera exégena sobre el flujo de iones en chile habanero

(Capsicum chinense Jacq.).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Caracterizar el grado de tolerancia a estrés por NaCl en variedades de chile
habanero.

2) Evaluar el metabolismo de la prolina en dos variedades de chile habanero que

difieran en tolerancia y sensibilidad al estrés por NaCl.

3) Determinar el efecto de la adicion de prolina exdgena sobre el flujo de K* y H*, en

las raices de variedades de chile habanero sometidas a NacCl.

4) Realizar una reflexion critica sobre el papel de la prolina en el estrés hidrico y

salino.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Para evaluar el efecto de la salinidad en diferentes variedades de chile habanero e
identificar la regulacion metabdlica de la prolina, y el flujo de iones, se disefid la siguiente
estrategia experimental (Figura 1.6). Se evaluaron plantulas de cuatro variedades de chile
habanero (Mayan Chan, Mayan Ba’lche, Mayan Kisin y la variedad comercial Génesis
(seminis) con una edad de 45-50 dias y se cultivaron en hidroponia (vermiculita), estas
plantulas se sometieron a diferentes concentraciones de NaCl en la solucion nutritiva y se
realizd una curva dosis respuesta. Se determinaron los niveles de transcritos de los genes
que codifican para las diferentes enzimas involucradas en el metabolismo de la prolina,
asi mismo, se midieron las actividades de las enzimaticas relacionadas con el
metabolismo de este aminoacido y por ultimo, para la medicion de flujos de iones K* y Na*
se realiz6 por electrofisiologia.

Plantulas de Capsicum chinense Jacq.
Variedades: Mayan Chan, Mayan Ba'alché, Mayan Kisin
(CICY) y Génesis (comercial)

Caracterizacion de la Papel de la Pro exégena
tolerancia y sensibilidad Var: Tolerante y Sensible

entre variedades
Electrofisiologia

Testigo y 150 mM NacCl (+/- NaCl)
+ Crecimiento Prolina (+,) y
+ Fisiologia (+/- NaCl)
* (%) recuperacion Metabolismo de la
Pro
* Flujo de K+y H*
Dos variedades: Niveles de Contenido de Pro
Tolerante y Sensible transcritos (raiz y hoja)

Actividad enzimatica
(P5CS y PDH)

Figura 1.6 Estrategia Experimental
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CARACTERIZACION DE LA TOLERANCIA Y SENSIBILIDAD ENTRE
VARIEDADES DE CHILE HABANERO (Capsicum chinense Jacq.)
SOMETIDAS A UN ESTRES SALINO

2.1 INTRODUCCION

La salinidad es un estrés abibtico que reduce la productividad de los cultivos de origen
vegetal en las regiones aridas y semiaridas del mundo (Foolad, 2007). Se ha estimado
gque en el mundo cerca de 800 millones de hectareas (ha) asi como 32 millones Ha de la
tierra cultivable son afectadas por la salinidad (FAO, 2015). Un suelo salino o con
salinizacion inhibe la toma de agua en las plantas, causando un desbalance iénico y por lo
consiguiente conduce a un estrés iénico y osmoético (Munns y Tester, 2008). Por un lado,
el estrés osmotico desencadena potenciales osmaéticos bajos, que con esto limitan la
absorcion de agua del suelo a las raices; para el caso del estrés i6nico este es causado

por una sobre acumulacién de iones toxicos de sales dentro de las células.

Estos dos tipos de estrés, provocan un desbalance nutricional afectando de manera
negativa el estatus fisiolégico y son los responsables de causar un deterioro en el
crecimiento y desarrollo de la planta (Santos et al., 2001; Meringer et al., 2016). Para
hacer frente a estas condiciones ambientales desfavorables, las plantas han desarrollado
diferentes mecanismos para protegerse y preservar su metabolismo celular con
normalidad, también para prevenir lesiones celulares, dentro de los mecanismos esté la
de la capacidad de las plantas para acumular y recircular iones (Gratao et al., 2015;
Kolupaev et al., 2016). Asi mismo, la tolerancia a la salinidad comprende de una serie de
mecanismos complejos y actualmente la combinacion de los mecanismos se ha visto que
se incluyen: la compartamentalizacion de iones para un ajuste osmaético; acumulacion de
nutrientes esenciales particularmente el K*; la sintesis de solutos compatibles u osmolitos,
que tienen la habilidad de limitar la entrada de iones salinos a la corriente transpiratoria y
también la habilidad de ser depuradores de especies reactivas de oxigeno (ERO) que son
generadas por la toxicidad del Na* (Colmer y Flowers, 2008, Bojorquez-Quintal et al.,
2016).
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Los chiles (Capsicum spp.) es un género de importancia econdémica dentro de la familia
de las solan&ceas, que también incluyen a los tomates y papas. Cerca de 32 especies son
nativas de América, las que se se cultivan principalmente son: C. annuum, C. baccatum,
C. frutescens, C. pubescens y C. chinense (Moscone et al., 2007; Perry et al., 2007). Sin
embargo, estas plantas son sensibles tanto a estrés bidtico y abidtico, este Ultimo como
sequia y salinidad. De hecho, las plantas de chile son consideradas moderadamente
sensibles, sensibles o altamente sensibles al estrés por salinidad (Aktas et al., 2006). En
la especie C. chinense, comunmente conocido como chile habanero, ha sido evaluado y
se ha encontrado que dentro de la misma especie las variedades pueden diferir en cuanto
a sSu respuesta ante un estrés por sal, mientras una especie puede acumular y
compartamentalizar los iones de Na* en las vacuolas y también tener una mayor
acumulacién de K* (Variedad Rex-tolerante), la especie sensible mostro un mecanismo
diferente el cual era excluir el Na* y presentaba posiblemente un mayor gasto energético
por una actividad constante de la H*-ATPasa de la membrana plasmatica (Bojérquez-
Quintal et al., 2014b). Por lo tanto, el objetivo de este capitulo es evaluar el efecto del
NaCl sobre diferentes variedades de chile habanero, con el fin de determinar la variedad

mas sensible y tolerante para futuros experimentos.

2.2 MATERIALES Y METODOS

2.2.1 Material vegetal

Se utilizaron plantulas de chile habanero que se obtuvieron de semillas de diferentes
variedades: Mayan Chan, Mayan Ba’alche, Mayan Kisin, obtenidas en el CICY, y Génesis

(variedad comercial).

2.2.2 Germinacion y condiciones de crecimiento

Las semillas de las diferentes variedades se desinfectaron con etanol al 80 % (v/v) por 5
min y se realizaron lavados continuos con agua estéril. Posteriormente se incubaron con
hipoclorito de sodio de la marca comercial (Cloralex, 5 % NaOCI) al 30 % (v/v) por 15 min,
de nueva cuenta se realizaron lavados continuos y se dejaron embebiendo con agua

estéril durante 48 horas a una temperatura de 4 °C en condiciones de oscuridad.
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Después de un tiempo de estratificacion, las semillas fueron incubadas en condiciones de
oscuridad en cajas de Petri con papel filtro humedecido con agua estéril y se esper6 hasta
la aparicion de la radicula. Una vez que las semillas germinaron, estas fueron transferidas
a recipientes de plastico que contenian vermiculita humedecida con solucion Hoagland a
1/5 (H1/5) de su fuerza i6nica. En estos recipientes estuvieron por un tiempo aproximado
de 45 dias y se regaron tanto con agua estéril como con solucion nutritiva, esto en
intervalos de 7 dias. Antes de que las plantulas fueran puestas en tratamiento con NacCl,
se retiraron de la vermiculita y se lavaron con agua estéril. Cabe mencionar que esto se
realizé para evitar el estrés mecanico por manipulacién y para homogenizar el tamafio de
las plantulas, estas se cultivaron por un periodo de 7-15 dias en solucién nutritiva con
aireacion. Las condiciones de crecimiento de las plantulas, asi como los tratamientos con
NaCl se llevaron a cabo en un cuarto de cultivo a 25°C y un fotoperiodo de 16/8 horas
luz/oscuridad. La solucién nutritiva Hoagland a un quinto de su fuerza iénica (H1/5) en el

anexo (cuadro Al).

2.2.3 Seleccién de las variedades sensibles y tolerantes a un estrés por NaCl

Para evaluar la tolerancia y sensibilidad entre las variedades de chile habanero
(Capsicum chinense) se seleccionaron tres variedades del CICY y una comercial, estas
fueron: Mayan Chan (fruto rojo), Mayan Kisin (fruto rojo), Mayan Baalche (fruto naranja) y
Génesis (fruto naranja). En el cuadro 2.1 se muestran las caracteristicas generales de las
variedades de chile habanero seleccionadas. Se tomaron 48 plantulas por variedad de 30-
45 dias de edad, para los tratamientos con NaCl fueron 6 plantulas por recipiente por
duplicado y de igual manera para las condiciones sin NaCl (testigo), para este
experimento se evaluaron en tres tiempos, uno que corresponde al tiempo cero de donde
se partié para las evaluaciones, otra evaluacion fue al tiempo en periodo de estrés por
NaCl que fue por siete dias en donde cada recipiente contenia 300 mL de solucion H1/5
adicionada con 150 mM de NaCl y sin este compuesto y por Ultimo un tiempo de
recuperacion a los siete dias después del estrés, en donde las plantulas se enjuagaron
con solucién H1/5 y se dejaron en los recipientes adicionando solucion H1/5 nueva, en
este Ultimo tiempo se evalud el porcentaje de recuperacion por variedad después de un
estrés por salinidad, la seleccion de las variedades tolerantes y sensibles se realiz6
mediante la determinacién de diferentes parametros de crecimiento, bioquimicos y

fisioldgicos. En la figura 2.1 se presenta el disefio del experimento para cumplir el objetivo
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uno. Se tomaron 48 plantas por cada variedad, para el tiempo cero se cosecharon diez
plantulas, se seccionaron en raiz, tallo y hoja, para los parametros de crecimiento como la

altura de la plantula, nimero de hojas, area radicular y foliar.

(%) recuperacion
para cada variedad

% Chan
< Ba'alché
< Kisin
% Génesis

Tiempo 0 Tratamiento (+- NaCl) Recuperacién
_

e we o 7 dias de estrés = == == o T dias de = oemem -
recuperacion

12 plantulas/tratamiento
v 10 crecimiento
v' 2 Fisiologia

Figura 2.1 Disefio del experimento para el objetivo uno, se establecieron tres
tiempos de cosecha o evaluacion (tiempo cero, tratamiento y recuperacion), el
ndmero de plantulas por evaluacion fue de 12 y al final del experimento se

determiné el porcentaje de recuperacién entre todas las variedades.

A su vez, en este tiempo se tomaron otras dos plantulas para el potencial osmético, con
esto para el tiempo cero fueron un total de 12 plantulas que se evaluaron. Para el tiempo
0 periodo de estrés que fue de siete dias se tomaron 12 plantulas para las condiciones
testigo y 12 plantulas para la condicién de estrés a 150 mM de NacCl, con ello se llevé la
determinacion de los diferentes pardmetros ya mencionados con anterioridad. Por ultimo
para el periodo de recuperacion después del estrés, todas las plantulas fueron lavadas y
colocadas en solucion nutritiva H1/5 por un periodo de siete dias, se tomaron un total de

24 plantulas evaluadas como se menciond en el tiempo de estrés.

Seguidamente, se procedid a seleccionar las plantulas mas homogéneas en crecimiento
gue posteriormente serian evaluadas por variedad se prosigui6é a escanear cada variedad
con el fin de observar las caracteristicas fenotipicas y morfolégicas por cada variedad, los
resultados se pueden observar en la figura 2.2, cabe mencionar que estas plantulas

tenian una edad de 30 a 45 dias después de ser germinadas y crecidas en condiciones de
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hidroponia. Se puede observar ciertas diferencias marcadas entre cada variedad a simple
vista, por ejemplo, la variedad Kisin tiene abundante follaje a comparacion de las otras
tres, también la variedad Chan muestra mayor longitud de la raiz al igual que un mayor
grosor del tallo, comparada con las dos variedades naranjas. Con esto se tuvo el primer
acercamiento para conocer de manera general las diferencias entre todas las variedades,
gue al momento de ponerlas en periodos de estrés y recuperacion su comportamiento fue

diferente.

Chan Kisin Ba‘alche Génesis

Figura 2.2 Caracteristicas morfoldgicas entre variedades de chile habanero, en

las imagenes que se muestran plantulas de 45 dias de ser crecidas.

2.2.4 Medicion de la biomasa y parametros de crecimiento

Al término de cada tiempo de evaluacion, las plantulas fueron cosechadas y lavadas con
agua estéril para remover el exceso de NaCl en las plantulas tratadas, asi mismo se
determiné el peso fresco (PF), peso seco (PS), asi como diversos parametros de
crecimiento en raices y hojas. A otro lote de plantulas se les cosecho y secciono en los
diferentes 6rganos evaluados, posteriormente las muestras se guardaron a -80 °C para

andlisis posteriores (niveles de transcritos, Pro y actividad enzimética).

Para el andlisis de los parametros de crecimiento se utilizé el programa WinRHIZO 2012b
(Regent Instruments Canada Inc.) y un escaner EPSON Perfection V700 photo (Seiko
Epson Corporation). Se tomaron 5 plantulas por variedad, estas fueron escaneadas y se
evaluo el fenotipo entre las diferentes variedades a nivel de planta completa y de igual

manera parametros de crecimiento especificos: area foliar y radicular, altura de la planta y
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el nimero de hojas por planta.

2.2.5 Potencial osmoético (Ws)

El potencial osmaético fue medido a partir de 0.5 g de muestras de hojas y raices de las
diferentes variedades de chile habanero, estas muestras se colectaron en cada tiempo de
evaluacién. Las muestras fueron congeladas inmediatamente en nitrégeno liquido vy
fueron guardadas a 5 °C en el laboratorio. Posteriormente las muestras fueron maceradas
en un mortero, se colecto el liquido del tejido macerado utilizando discos de papel filtro y
se determind la presién osmoética utilizando un osmémetro de presiéon de vapor (VAPRO
5520, Wescor, Logan, Utah, USA) y las mediciones se realizaron en el laboratorio de

fisiologia vegetal a cargo del Dr. José Luis Andrade del CICY.

2.2.6 Cuantificacién de sodio y potasio

En cada tiempo de cosecha las plantulas fueron seccionadas en raices y hojas; ambos
tejidos fueron pesados y secados durante 72 h en una estufa a 65 °C hasta tener peso
constante; se pes6 0.25 g de la muestra, se colocaron en crisoles de porcelana y se
llevaron a calcinar a 250 °C por una hora y a 500 °C por tres horas mas. La determinacion
del contenido de K*/Na* en hojas y raices se realiz6 mediante la digestion acida de los
tejidos con 5 mL de HCI al 40 % sobre una placa de calentamiento, posteriormente se le
adiciona un mL de HCI al 100 % y se afora a 25 mL de agua desionizada hasta su
posterior lectura. Las concentraciones de los cationes se determinaron en un

espectrofotdmetro de absorcion atdmica modelo 2380 Perkin-Elmer (Norwalk, CT, USA).

2.2.7 Analisis estadistico

Los datos se evaluarobn mediante ANOVAs de un solo factor o via (Sigma plot, version
12). Posteriormente se compararon las medias por cada condicién de tratamiento, la

comparacion se realiz6 aplicando una prueba de rango mdltiple de Tukey (P<0.05).
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2.3 RESULTADOS

2.3.1 Tolerancia y sensibilidad al NaCl entre cuatro variedades de chile

habanero

Como parte del primer objetivo se evaluaron cuatro variedades de chile habanero
sometidas a estrés por NaCl a una concentracion de 150 mM, en los resultados se obtuvo
que al final del experimento el porcentaje de recuperacion por cada variedad fue como se
muestran en el cuadro 2.1. Se puede observar que después de un periodo de siete dias
en presencia de 150 mM de NaCl las variedades que fueron mas tolerantes fueron Chan,
Kisin y Génesis. Por el contrario, la variedad que fue méas sensible ante este estrés fue la
variedad naranja que tiene por nombre Ba'alche, mostrando cerca del 60 % de
recuperacion. Con esto se obtuvé que las variedades de chile habanero que se evaluaron
tienen un comportamiento similar (variedades rojas) y contrastantes (variedades
naranjas), este tipo de comportamiento entre el mismo género ya ha sido probado en
variedades de Capsicum annuum por Aktas et al., (2006) en donde evaluaron 102

genotipos de chile sometidas a salinidad.

Cuadro 2.1 Porcentaje de recuperacion de las plantulas después de un estrés por NaCl.

Variedad (%) Recuperacion
Chan 100 +0a
Kisin 100 +0a

Geénesis 91.67 £9.62a

Baalche 58.34 +9.62b

La medicion fue hecha a los siete dias después de un estrés por salinidad (150 mM NaCl). Los datos
representan las medias y zdesviacion estandar (cuatro replicas bioldgicas con seis plantulas). Letras

diferentes indican diferencia significativa (P<0.005; Tukey).

Luego de un tratamiento con NaCl y el periodo de recuperacion (siete dias) de las
plantulas, se pueden observar a simple vista las diferencias que existen entre variedades

de chile habanero en lo que respecta a la sensibilidad ante el NaCl (figura 2.3). La
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variedad Ba’alche fue la mas afectada seguida de la variedad comercial Génesis, por el

contrario, las variedades que muestran mas tolerancia son la Chan y Kisin.

Kisin Ba'alche Génesis

0 mMHacCl

150 mMHaCl

Figura 2.3 Diferencias morfologicas y sensibilidad a un estrés por NaCl (150
mM) en las diferentes variedades de chile habanero después de un periodo de
recuperacion (siete dias), plantulas de 45 dias de edad incubadas en solucién
H1/5.

PARAMETROS DE CRECIMIENTO

Como parte del objetivo uno, se tomaron las dos variedades que contrastaron en la
tolerancia y sensibilidad a la salinidad y los resultados que se presentan a continuacion
son las comparaciones entre la variedad Chan y Ba"alche que fueron las que contrastaron
en comportamiento. Sin embargo, todos los datos de todas las variedades se muestran en
el anexo (cuadro A2 y A3), se evaluaron tanto la parte radicular asi como la parte aérea
en la mayoria de los pardmetros medidos, se midio: biomasa (peso fresco y seco), area
foliar y radicular, altura de las plantulas y numero de hojas, esto se realizé al final del
periodo de recuperacion. En el cuadro 2.1 se muestran las 4 variedades evaluadas. Por lo
tanto, a manera de resumen a continuacién solo se muestran los resultados comparando
las variedades que mas contrastaron en su comportamiento a la salinidad, los cuales en
los objetivos siguientes solo nos centramos en estas dos variedades, Chan (variedad roja)

y Ba“alche (variedad naranja).
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2.3.2 Biomasa

En lo que respecta a la determinacion de biomasa este fue realizado tanto en raices como
en hojas y las mediciones se realizaron en los tres diferentes tiempos del experimento
(inicio, tratamiento y 7 dias). En la figura 2.4 se muestran los resultados de las dos
variedades que resultaron contrastantes en lo que respecta a la tolerancia y sensibilidad a
la salinidad, en esta figura se muestran los resultados de la biomasa en raices y hojas.
Cabe mencionar que la comparacion estadistica de medias se realizé por cada tiempo en
el experimento, en lo que respecta a al peso fresco en raices, se observa que en el inicio
ambas variedades no presentaron diferencias estadisticas. Sin embargo, cuando
estuvieron en presencia de sal (siete dias de tratamiento) Ba'alche mostro diferencia
significativa con respecto a Chan, en el periodo de recuperacion ambas variedades
tuvieron valores similares y claramente se observa que aquellas plantas que estuvieron en

sal mostraron los valores méas bajos con respecto al testigo.
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Figura 2.4 Peso fresco y seco de raices (A y C) y hojas (B y D) de variedades
de chile habanero (Chan y Ba’alche) en tres diferentes tiempos de evaluacioén,
tiempo cero (inicio), tratamiento con salinidad (siete dias) y el tiempo de
recuperacion sin NaCl (recuperacion), las barras blancas representan las
plantas testigo y las barras negras representan las plantas que fueron
sometidas a NaCl. Los datos representan las medias y *desviacion estandar
(cuatro replicas bioldgicas con seis plantulas). Letras diferentes indican

diferencia significativa (P<0.005; Tukey).

En las hojas, en el inicio ambas variedades no tuvieron diferencia. En el tiempo de
tratamiento de igual manera ambas variedades mostraron el mismo comportamiento ya
gue en aquellas plantas que estan en sal, muestran diferencia con valores mas bajos con
respecto a las plantas testigo. Sin embargo, en el periodo de recuperacion la variedad que
mostré mayor biomasa fue Chan con respecto a la variedad Ba alche esto en aquellas
plantas que estuvieron en presencia de sal, esta diferencia se puede observar de igual
manera en la figura 2.3 ya que Ba’alche muestra una mayor abscision de hojas (uno de
los primeros sintomas de toxicidad por salinidad). Con referencia al peso seco de igual
manera la estadistica se realiz6 por cada tiempo (inicio, tratamiento y recuperacion)
respecto al panel C se observo que en el inicio del experimento los resultados fueron
similares a los mostrados en el peso fresco (A y B). Sin embargo, donde existieron
cambios visibles y diferencia estadistica fue en las hojas (panel D) de manera cualitativa
se observa que la variedad Ba’alche fue la que mostro mas dafo después de un estrés
por sal, dado que en el periodo de recuperacion después de la salinidad fue donde existio
menor cantidad de biomasa. Se puede puntualizar que tomando en cuenta el peso seco,
la Unica variedad que tiende a ganar peso fue Chan post-estrés por salinidad, mientras

gue la variedad Ba alche tiene una tendencia a disminuir su biomasa seca.

2.3.3 Areafoliar y radicular

Con la ayuda del software winRHIZO se logré determinar el area foliar y radicular de todas
las plantulas evaluadas, los resultados se muestran en el cuadro 2.2 Cuando analiz6 de
manera estadistica el area foliar en cada tiempo del experimento y por separado, se
encontré que en el tiempo cero no existio diferencia significativa entre ambas variedades;

por otro lado, cuando se evalud el tiempo de tratamiento, las plantas testigo mostraron
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valores similares en ambas variedades. Sin embargo, en presencia de sal, ambas
variedades fueron afectadas por la salinidad sin presentar diferencia significativa. Asi
mismo, durante el tiempo de recuperacion es donde se pudo apreciar el dafio causado por
el tipo de estrés en cuestidn, las plantulas que no estuvieron en presencia de salinidad
fueron las que tuvieron mayor area foliar en los tres tiempos de evaluacion, mostrando
valores alrededor de 92.85 y 73.54 cm? para Chan y Ba'alche respectivamente. Ahora
basandonos en aquellas plantas que estuvieron estrés previamente, aquella variedad que
mostro menor dafio fue Chan con 18.15 cm? (valor similar a las plantas testigo en el
tiempo cero). La variedad Ba alche fue aquella que mostro menor area foliar, presentando
3.65 cm?, mostrando una diferencia significativa comparada con las plantas testigo y con

la variedad Chan.

Cuadro 2.2 Efecto del estrés salino sobre parametros de crecimiento en la parte radicular y

aérea de diferentes variedades de chile habanero.

Condicién o Area (cm?) Altura # hojas
Cultivar tratamiento . . /planta (cm) /planta
Foliar Radicular
Testigo t0 (-NaCl) 13.85 (3.40) 14.90 (4.08) 5.74 (0.40) 7.67 (0.58)
Testigo (-NaCl) (7d) 34.50 (4.70) 20.79 (3.62)a  10.06 (5.45)  10.0 (1.73)a
Chan + NaCl (7d) 9.196 (2.98)* 12.70 (0.86)» 5.81 (0.04) 5.0 (2.65)»
Testigo (-NaCl) (R) 92.85(28.49)a  42.15(15.04)#s 9.22 (0.63)a  13.67 (1.16)
+ NaCl (R) 18.15 (1.44) 18.09 (0.90)c 7.33 (0.69)» 11.0 (1.0)
Testigo t0 (-NaCl) 22.27 (5.73) 15.56 (3.03) 7.84 (1.22) 9.67 (0.58)
Ba’alche Testigo (-NaCl) (7d) 41.92 (4.93) 24.29 (4.15)  8.10 (0.20) 10.33 (1.16)a
+ NaCl (7d) 10.15 (4.17)«  29.40 (8.60)=  6.76 (0.84) 1.67 (1.53) s
Testigo (-NaCl) (R) 73.54 (7.40)a  46.47 (7.78)a  9.69 (0.51)a  13.33 (1.16)
+ NaCl (R) 3.650 (2.43) < 21.43 (0.77)sc  8.54 (0.67)ar 4.0 (3.61)+

* 7d (7 dias de tratamiento)
* R (recuperacion)

* (P<0.05; prueba de Tukey).

Seguidamente se analizé el area radicular y los resultados de igual manera se muestran
en la cuadro 2.2, al analizar los datos en el tiempo cero se obtuvo que las plantas
presentan valores similares y sin diferencia entre ellas, asi mismo, en el tiempo de
tratamiento se observd algo muy particular y nos podria sugerir algiin mecanismo de
tolerancia por parte de la variedad Chan, ya que las plantas que estuvieron en tratamiento
fueron las que presentaron la menor area radicular en todos los tiempos de evaluacion,
este fue 12.70 cm?, por el contrario la variedad Ba'alche tuvo un crecimiento en el area y
el valor que presento fue similar a las plantas testigo con 29.40 cm?, entonces esto nos

pudiera sugerir que la variedad Chan detiene su crecimiento para tratar de sobrellevar el
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estrés mientras que la variedad Ba'alche tiende a desarrollar mas area radicular para
tratar de cubrir una mayor area de absorcion; respecto al tiempo de recuperacion, se
obtuvo que ambas variedades en las plantas testigo presentaron valores similares al igual
gue na mayor area de este oOrgano, sin embargo, en las plantas que estuvieron
previamente con NaCl, Chan fue la que presento los valores mas bajos con 18.09 cm? por
otro lado Ba’alche presento un aumento ligero de 21.43 cm? con respecto a Chan, sin

embargo no tuvo diferencia significativa.

2.3.4 Altura de las plantas

De igual forma, con la utilizacion del software winRHIZO se determiné la altura de las
plantulas de ambas variedades de chile habanero y los resultados se muestran en el
cuadro 2.2 Los datos obtenidos se analizaron mediante el programa estadistico
mencionado en los materiales y métodos, las comparaciones se realizaron por cada
tiempo, en el tiempo cero los datos obtenidos confirman que la variedad que presenta
mas altura es la Ba’alche mientras que la variedad mas pequefia fue Chan,
posteriormente al someter las plantulas a un estrés por NaCl y sin él (testigo), se obtuvo
gue no existié significancia en ambas variedades en este tiempo puesto que tanto las
plantas testigo como las que estuvieron en presencia de 150 mM de NaCl mostraron
valores semejantes, al evaluar el tiempo de recuperacion se logré observar que las
plantas de la variedad Chan que estuvieron previamente tratadas con NaCl disminuyo su
altura mostrando diferencia significativa con respecto a las testigo. Cabe mencionar que
se puede observar que las plantulas que estuvieron en presencia de NaCl y
posteriormente solo en solucién H1/5 mostraron tendencia para aumentar su altura o
mantuvieron su altura como es el caso de Baalche.

2.3.5 Numero de hojas

Después del tratamiento con NaCl y el periodo de recuperacion, se cuantifico el nUmero
de hojas por plantula y posteriormente se realizo el analisis estadistico correspondiente,
asi como la comparacion de medias, en este parametro se lograron apreciar marcadas
diferencias en la sensibilidad o tolerancia entre ambas variedades evaluadas. Las
comparaciones estadisticas se realizaron por cada tiempo como en los anteriores
parametros evaluados, en el tiempo cero o inicio tanto Chan como Ba’alche partieron de

un numero de hojas similares de entre siete a nueve hojas por plantula. Para el tiempo de
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tratamiento se pudo ver que aquellas plantas que estuvieron sometidas a la sal fueron las
que mostraron diferencia significativa, por lo tanto, un menor contenido de hojas debido a
una mayor abscision de hojas (uno de los primero sintomas ante un estrés por salinidad);
durante el periodo de recuperacion aquella variedad que mostro diferencia significativa fue
Ba alche, este dato podria relacionarse con el area foliar antes medida, donde se pudo
observar que esta variedad es la que presento mas dafio y no tuvo una recuperacion ante

un estrés por NacCl.

2.3.6 Potencial osmaotico u osmolaridad en raices y hojas

Como parte de toda la caracterizacion que se realizé en el objetivo uno, con el material
cosechado en los diferentes tiempos, se logré medir la osmolaridad en raices y hojas en
los tres diferentes tiempos del experimento. Esto se realiz6 en ambas variedades de chile
habanero evaluadas, los resultados se muestran en la figura 2.3. En el 6rgano de la raiz,
tanto en el tiempo cero como en el tiempo de tratamiento no existié diferencia significativa
entre las dos variedades. Se puede observar que ambas presentan valores muy similares,
alrededor de 180 hasta los 250 mmoles en este 6rgano; por Ultimo, en el tiempo de
recuperacion se puede observar que aquellas plantas que estuvieron en presencia de sal
con anterioridad presentaron un aumento en la cantidad de osmolitos totales, esto con
respecto a las plantas testigo. Por otro lado, en los brotes de igual manera se midieron las

cantidades de osmolitos totales en los tiempos mencionados anteriormente.
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Figura 2.3 Osmolaridad en raices y hojas de chile habanero en diferentes
tiempos del experimento, las barras blancas representan raices sin NaCl y
barras negras representan raices durante siete dias con NaCl y durante un
periodo de recuperacién sin sal (P<0.05; prueba de Tukey).

En resumen se observa que en las plantas testigo de todos los tiempos evaluados, las
concentraciones fueron las mismas y no se encontré diferencia significativa, sin embargo
cuando se analizaron las plantas que estuvieron en presencia de NaCl y un periodo sin
este compuesto (recuperacion), se obtuvo que las concentraciones mas altas en el tiempo
de tratamiento con NaCl, siendo Ba’alche la que logro acumular mas osmolitos aunque
Chan parece ser que tiene un mayor tiempo de acumulacion para tratar de sobreponerse
al estrés que estuvo con anterioridad ya que en el periodo de recuperacién se observa un
ligero aumento pero que no tiene diferencia con Ba'alche; cabe mencionar que en el
periodo de recuperacion se observa una disminucion de la osmolaridad y esto podria
estar dado como parte del ajuste osmético de la plantas en estrés y esto esta
ampliamente documentado que después de un periodo de estrés las plantas degradan
compuestos implicados en el ajuste osmético para ser utilizados como fuente de energia

para procesos de desarrollo o formacion de nuevos 6rganos como las hojas.
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2.3.7 Contenido de K*y Na*

Por medio del equipo de absorcion atomica se puedo determinar las concentraciones de
estos iones tanto en raices como en hojas, los resultados se muestran en la figura 2.4,
esto como parte de la blusqueda de pardmetros que ayuden a caracterizar y conocer la
diferencia entre variedades y el grado de tolerancia entre las variedades, en cuanto a la
capacidad que muestren de retener mas K* e impedir la entrada de Na* como parte de los

mecanismos idnicos de tolerancia.

2.3.7.1 Potasio

Al cuantificar la concentracion de este ion en raices, se observa que en las plantas testigo
en los tres tiempos de evaluacion los contenidos de este ion estuvieron entre 1.9 y 3.1
mg.g* de PS, mostrando patrones de comportamiento similar, de igual manera se observé
gue aquellas plantas que estuvieron en estrés y durante el periodo de recuperacion
ambas variedades tuvieron comportamientos similares, se aprecia que los contenidos de
este ion siempre se encontraron en concentraciones menores en las plantas que

estuvieron en tratamiento.

En el 6rgano de la hoja se observaron los mayores contenidos de este ion en la variedad
roja Chan, en el tiempo cero mostro una mayor acumulacion de este nutriente con
aproximadamente 4 mg.g* de PS comparada con Ba“alche que tuvo valores aproximados
a 3.1 mg.g* de PS; por otro lado, al evaluar las plantas en periodo de tratamiento se tuvo
como resultado que la variedad Chan fue la que tuvo mayor contenido de K* en aquellas
plantas testigo, seguida de las plantas con Na* y las plantas testigo de Ba alche, aqui se
pudo notar que de nueva cuenta la parte aérea de esta variedad fue la mas dafada ya
que presento el menor contenido de este ion de todos los tiempos evaluados con un
promedio de 0.5 a 0.7 mg.g* de PS. Para el tiempo de recuperacién, como se menciond
anteriormente Chan fue la que tuvo mayores contenidos en este tiempo en las plantas
testigo, en las plantas que fueron tratadas con anterioridad los valores fueron los mismos
para ambas variedades. Dado que este ion juega un papel fundamental como nutriente
esencial, fue importante conocer los contenidos bajo diferentes escenarios, este fue el
principal objetivo para evaluar este ion. En resumen, de nueva cuenta la variedad roja fue

aguella que tuvo contenidos favorables comparados con la naranja.
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Figura 2.4 Contenido de K* en raices y hojas de diferentes variedades de chile
habanero en diferentes tiempos del experimento, las barras blancas
representan raices sin NaCl y barras negras representan raices durante siete
dias con NaCl y durante un periodo de recuperacion sin sal (P<0.05; prueba de
Tukey).
2.3.7.2 Sodio

Otro ion evaluado fue Na* y este se cuantifico tanto en raices como en hojas en los
diferentes tiempos o condiciones de tratamiento, los resultados se muestran en la figura
2.5, esto realizo con el fin de determinar que variedad es capaz de impedir la entrada de
este ion, re direccionarlo a la parte aérea o compartamentalizarlo en vacuola, por lo tanto
identificar qué mecanismos ayudan a tolerar este tipo de estrés, en contexto y analizando
la raiz, se determind que en las plantas testigo de las tres evaluaciones, los contenidos de
Na* siempre fueron por debajo de 0.3 mg.g* de PS, esto podria deberse a que la solucién
nutritiva aporta una pequefia concentracion de este ion, cabe mencionar que de manera
general las plantas que fueron tratadas con sal o en periodo de recuperacion, la raiz es el

6rgano que presenta menor contenido de Na* comparado con los contenidos en hoja,
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donde en periodo de estrés alcanza hasta el doble de contenido que en raices, en la raiz
Ba’alche fue la que mostro la mayor cantidad de este ion en periodo de estrés, mientras

que Chan tuvo menor cantidad.

En hojas, la variedad Chan mostré cantidades aproximadas a 2.0 mg. g** de PS, pero en
periodo de recuperacién los contenidos de este ion aumentaron hasta cerca de 2.2 mg. g*
de PS, por el contrario, en la variedad Ba’alche en estrés se determiné el menor
contenido, esto podria estar dado puesto que esta variedad fue la que tuvo mayor
abscision de hojas y esto se observd anteriormente en el cuadro 2.2 Mientras que en
periodo de recuperacion los contenidos fueron similares (alrededor de 2.5 mg.g™* de PS) y

sin diferencia significativa cuando se les aplico un analisis de varianza.
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Figura 2.5 Contenido de Na* en raices y hojas de diferentes variedades de chile
habanero en diferentes tiempos del experimento, las barras blancas
representan raices sin NaCl y barras negras representan raices durante siete
dias con NaCl y durante un periodo de recuperacion sin sal (P<0.05; prueba de
Tukey).
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2.4 DISCUSION

La mayoria de todas las pantas cultivables en el mundo sirven como alimento para la
poblacion mundial, en su mayoria son plantas glicofitas que son las mas sensibles cuando
estan en presencia de altas concentraciones de sal en el suelo, principalmente por NaCl;
de acuerdo a muchos estudios este compuesto es el principal factor abiético que limita el
crecimiento, rendimiento y calidad de los cultivos. Por otro lado, los chiles (Capsicum ssp.)
son uno de los principales cultivos horticolas y de acuerdo a muchos reportes no se ven
exentos a padecer toxicidad por salinidad a lo largo de su ciclo vegetativo (Bojérquez-
Quintal et al., 2012). En este estudio se obtuvieron diferencias entre la tolerancia y
sensibilidad a la salinidad en las diferentes variedades evaluadas de chile habanero
(cuadro 2.1 y figura 2.3) y para estudios posteriores se seleccionaron dos variedades de
chile habanero como modelo de estudio y en este trabajo se demostré que las mas
contrastantes ante este estrés fueron Mayan Chan y Mayan Ba alche a una concentracion
de 150 mM de NaCl, similar a reportes previos en Capsicum (Bojérquez-Quintal et al.,
2014b), reportan que diferentes genotipos de chile fueron incubados en una solucién
nutritiva con la adicién de 150 mM de NaCl y sin este compuesto por un periodo de siete
dias de tratamiento, en el estudio los autores concluyen que la parte aérea fue la mas
afectada a esta concentracién de NaCl, estos resultados concuerdan nuestros estudios
puesto que en la figura 2.3 la parte aérea fue la mas dafiada siendo la variedad Ba alche
la que mostro mayor abscision de hojas y menor area en las hojas a comparacion de la

variedad Chan que mostré mejor comportamiento.

Estos resultados sugieren que a una concentracién de 150 mM de NaCl es la mas toxica
para la mayoria de las especies de chile, siendo esta concentracién la mas empleada
para el estudio de la salinidad y ha sido empleada para la mayoria de las plantas glicofitas
A. thaliana, S. lycopersicum y S. tuberosum (Apse et al., 1999; Rodriguez-Rosales et al.,
2008; Jaarsma et al., 2013). De manera similar a previos reportes realizados por Aktas et
al. (2006) en plantulas de C. annuum, concluyen que a una concentracion de 150 mM de
NaCl es donde se observé un mayor impacto negativo sobre el crecimiento en plantas que

presentaron tolerancia y sensibilidad a un estrés por sal.

Como se mencioné con anterioridad para estudios posteriores, se tomaron las dos
variedades que mostraron comportamiento contrastante ante un estrés por sal, estas

variedades fueron Chan y Ba’alche, cabe mencionar que ambas variedades mostraron
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dafo al estar en presencia de NaCl; sin embargo, la variedad Chan fue la menos afectada
en cuanto a la cantidad de biomasa en la parte aérea, area foliar y numero de hojas
(figura 2.4 y cuadro 2.2), incluso en el porcentaje de sobrevivencia (cuadro 2.1) la
variedad Ba’alche presento 58.34 % con respecto a la Chan que tuvo 100 % de
sobrevivencia. Por lo tanto, estos resultados nos sugieren la posible existencia de
mecanismos de tolerancia intrinsecos en la variedad Chan que le permiten sobre llevar el
efecto toxico que causas la salinidad en donde posiblemente Pro podria jugar un papel
importante basandonos en lo reportado por Bojérquez-Quintal et al. (2014b) donde la Pro
tuvo un mayor contenido en la variedad tolerante. De manera general, a pesar de que los
chiles tienen una importancia en la economia de México, se tienen pocos estudios 0 son

casi nulos sobre el efecto de la salinidad en este cultivo.
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CAPITULO IlI

EFECTO DEL ESTRES POR NaCl SOBRE EL METABOLISMO DE LA
PROLINA EN DOS VARIEDADES DE CHILE HABANERO

3.1 INTRODUCCION

Los suelos salinos constituyen uno de los mayores ambientes estresantes afectando de
manera importante la produccién de los cultivos. Globalmente, cerca de 950 millones de
hectareas de suelos arables son afectados por la salinidad, al igual que aproximadamente
250 millones de hectareas de los suelos cultivables (Ruan et al., 2010). El resultado se ve
reflejado en una pérdida de ingresos anuales por $27.3 billones (Qadir, 2014). Por el
contrario de otros tipos de estrés “drastico” tales como la sequia o la inundacion, el
impacto de la salinidad tiene un efecto negativo mucho mayor, el cual es menos evidente.
Combinado con una mayor tasa de urbanizacion y el uso de la tierra para la produccion
primaria de fuentes no comestibles (ejemplo, fibras y biocombustibles) se espera que la
produccion agricola sea forzada aun méas en areas marginales no aptas para cultivos
modernos o con condiciones extremas (Shabala, 2013). En consecuencia, para lograr el
reto de alimentar a cerca de 9.3 billones de personas para el afio 2050 se requiere de
avances en el mejoramiento genético y caracterizar cultivos tolerantes, en este caso, a la

salinidad.

Los efectos de la salinidad en plantas incluyen efectos primarios como el estrés osmético,
efectos téxicos por iones de Na* y por Ultimo un estrés adicional que es consecuencia de
los antes mencionados, el estrés oxidativo (Flowers, 2004; Munns y Tester, 2008;
Shabala, 2013). El estrés osmotico es proporcional a la concentracion externa de sal en la
solucion, usualmente con presiones osmoéticas encima de 1 MPa. El efecto i6nico por Na*
es el resultado de un aumento en la concentracion de este ion en el citoplasma de la
célula vegetal. Por udltimo, el desarrollo de las células vegetales se ve afectado por el
estrés oxidativo producido por la salinidad en la mayoria de las plantas (Munns y Tester,
2008).

El estrés por salinidad causa dafios en el desarrollo de las plantas al afectar de manera
negativa a una serie de procesos bioquimicos y fisiologicos tales como la fotosintesis,

metabolismo antioxidante, homeostasis en los nutrientes minerales, acumulaciéon de

52



CAPITULO Il

osmolitos y la sefializacion hormonal (Misra y Gupta, 2005, Khan et al., 2012).

Correspondientemente, las plantas han evolucionado de manera compleja mecanismos
fisiolégicos y moleculares involucrados para soportar y defenderse por si mismas de los
entornos adversos a los que puedan estar expuestas (Yamaguchi-Shinozaki y Shinoaki,
2006). Una de las mas comunes respuestas de las plantas a diferentes tipos de estrés
abiotico, es la acumulacién de osmolitos celulares que han sido ampliamente identificados

en muchas especies de plantas.

Entre muchos osmolitos, la Pro es el osmolito que mas se acumula en plantas bajo
condiciones de estrés, el cual ha sido es objeto de estudio en gran cantidad. El papel de
la Pro y su metabolismo bajo condiciones estresantes han recibido una considerable
atencion en diversas plantas y ahora es generalmente aceptado que la Pro juega un papel
multifuncional. Ademas de su funcionamiento como osmolito, se ha visto que contribuye
como depurador de ROS, estabilizando estructuras subcelulares, modulando la
homeostasis redox celular, funcionando como abastecedor o donador de energia y
funcionando como molécula sefial para interactuar con otras vias metabdlicas bajo
condiciones estresantes (Kavi-Kishor et al., 2005; Verbruggen y Hermans, 2008;
Szabados y Savouré, 2010; Sharma et al., 2011). Por lo que ha sido de gran importancia
estudiar este osmolito con el fin de comprender su regulacién a nivel genético, asi como
su metabolismo, para generar plantas que mantengan una mayor biosintesis de este
aminoécido para favorecer su acumulacion y por lo tanto para poder mejorar la resistencia

a un tipo de estrés.

En plantas superiores, existen dos vias involucradas en la biosintesis de Pro: la via del
glutamato (Glu) y la Ornitina (Orn) (Hu et al., 1992; Roosens et al., 1998). La via del Glu
normalmente se lleva a cabo en el citosol y cloroplastos. El Glu es reducido a glutamato-
semialdehido (GSA) por la Al-pirrolina-5-carboxilato sintetasa (P5CS) y de manera
espontanea es convertida a Al-pirrolina-5-carboxilato (P5C). La P5C es también reducida
a prolina y la reaccion es llevada a cabo por Al-pirrolina-5-carboxilato reductasa (P5CR).
Por otro lado, en la via de la Orn se lleva a cabo en la mitocondria. La Orn es
transaminada para dar lugar a P5C y la enzima encargada de dicha reaccién es la
Ornitina-6-aminotransferasa (8-OAT), P5C es transportada hacia el citosol y convertida a
Pro por la P5CR. La via del Glu generalmente ocurre bajo condiciones de estrés, mientras

gue la ruta de la Orn estd mayormente involucrada en el desarrollo de plantulas
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(Armengaud et al., 2004). Asi mismo, la degradacién de Pro toma lugar en la mitocondria
a través de la acciéon secuencia de la Pro deshidrogenasa (PDH) y la Al-pirrolina-5-
carboxilato deshidrogenasa (P5CDH), que producen P5C y Glu respectivamente. El
aumento en la sintesis y una disminucién en la degradacion puede suponer que la
acumulacién de la Pro bajo condiciones de estrés puede tener grandes beneficios para las
plantas (Chaitanya et al., 2009; Sharma et al., 2011). Asi mismo, la manipulacion genética
de las enzimas claves en la ruta de biosintesis ha dado lugar a importantes aportaciones
respecto al aumento en la tolerancia a diferentes tipos de estrés y de igual manera al
apagar la ruta de degradacion de este osmolito se han observado resultados positivos
para mejorar la acumulacion, esto se ha visto en la planta modelo de Arabidopsis thaliana,
tabaco y otro gran namero de plantas (Ribarits et al., 2007; Parida et al., 2008; Miller et
al., 2009; Sharma et al., 2011).

Por lo tanto, nuestro objetivo en esta parte del trabajo fue evaluar el efecto de estrés por
NaCl sobre el metabolismo de prolina (transcritos, actividad de las enzimas y el contenido
de Pro).

3.2 MATERIALES Y METODOS

3.2.1 Material vegetal

Se utilizaron plantulas de chile habanero de las variedades Mayan Chan y Mayan
Ba'alche, las cuales se obtuvieron a partir de semillas provenientes del Centro de

Investigacién Cientifica de Yucatan.

3.2.2 Germinacion y condiciones de crecimiento

Se sigui6 el protocolo descrito en el apartado 2.2.3 del capitulo 1.

3.2.3 Obtencion y clonaciéon de los genes P5CS, P5CR y PDH (metabolismo

de la prolina)

Para la obtencion de las secuencias de los genes involucrados en el metabolismo de la
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Pro (P5CS, P5CR y PDH), se llevo a cabo la busqueda de estos genes en tres diferentes
bases de datos, Solgenomics (https://solgenomics.net/), NCBI
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/) y Pepper genome (http://peppergenome.snu.ac.kr/). Como
criterio de seleccion se utilizaron Unicamente secuencias reportadas para estos genes en
la familia de las solanaceas. Para tal propoésito se empled la herramienta online BLAST
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST).

Para la obtencion de las secuencias correspondientes a estos genes, se utilizaron como
secuencias de referencia a P5CS (CA06906110), P5CR (Capana02g001203) y PDH
(FJ911549) de Capsicum annuum.

Para la clonacibn del ADNc de las secuencias de los genes involucrados en el
metabolismo de la Pro, se disefiaron cebadores que permitieron la amplificacion de un
determinado segmento de cada uno de estos genes, con un tamafio de 517 pb, 323 pb y
874 pb para P5CS, P5CR y PDH, respectivamente. Estas secuencias fueron tomadas

como base para el disefio de los cebadores.

El disefio de los cebadores se realizé empleando el programa Oligo 4 (Molecular Biology
Insights, Inc. http://oligo.net/), el tamafio fijjado fue de 20 nucle6tidos y se tomaron como
base las tres secuencias de Capsicum annum P5CS (CA06g06110), P5CR
(Capana02g001203) y PDH (FJ911549), cuyos genes codifican para las enzimas
involucradas en el metabolismo de la Pro. Antes de comenzar con el disefio de los
cebadores para Capsicum chinense Jacq., se realizdé un alineamiento entre solanaceas
para analizar y tomar los sitios conservados en las secuencias y de ahi partir para el

disefio de los cebadores.

Con base a todo lo anterior se realizé el disefio buscando que estos tengan un porcentaje
de GC (contenido de guanina y citosina) mayor o igual a 50%, que no formen estructuras
de horquillas ni dimeros, de igual manera mediante una PCR in silico se corroboré que
haya un correcto pegado de los cebadores, asi como su temperatura de alineamiento
para la PCR. Al tener todos los posibles candidatos, estos se mandaron a sintetizar en la
empresa IDT (Integrated Dna Technologies). Las secuencias de los cebadores se

muestran en el Cuadro 3.1.
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Cuadro 3.1 Posicién de los cebadores para PCR sintetizados para CcP5CS, CcP5CR y

CcPDH.
GEN Posicionde los Tm (°C) %GC
cebadores
P5CS F 359 62 55
R_680 58 45
R 856 62 55
P5CR F 312 58 45
R_615 58 45
R_700 64 60
PDH F 312 56 40
F 501 60 50
R_1355 56 40
R_1465 60 50

*El tamafio delos cebadoresfuede 20 pb.

Como molde se usé el ARN total extraido de las raices de plantulas de chile habanero
(0.1 gr) creciendo en condiciones de 150 mM de NaCl, anteriormente descritas en el
capitulo 1l. EI ARN total fue extraido usando la metodologia de TRIZOL (Invitrogen) y
tratado con Tubo DNAsa (2U/ ul) (Invitrogen). La concentracion y calidad del ARN fueron
analizados con el NANODROP 2000 (Thermo SCIENTIFIC) y con un gel de agarosa al 1

% (p/v), respectivamente.

La primera hebra de ADNc fue sintetizada a partir del ARN total (1 pg) mediante
transcripcion reversa usando el Kit de la enzima Superscrip Il (Invitrogen) y siguiendo la
metodologia del proveedor. Posteriormente, se llevé a cabo una reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) para obtener los niveles de transcritos de P5CS, P5CR y PDH usando

cebadores especificos sintetizados previamente.

La mezcla de reaccion para P5CS, P5CR y PDH contenia 2.5 pl del amortiguador de la
reaccion 10X; 1 yl de dNTP’s (10 mM); 2 ul de MgCl> (50 mM); 2 ul del cebador en
sentido (10 mM); 2 pl del cebador en anti sentido (10 mM); 0.2 ul de la enzima Taq
Platinum (5 U/ul) (Invitrogen); 1 ul de ADNc. El programa de PCR fue el siguiente: para
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P5CS, 95 °C por 1 min., 32 ciclos de 94 °C por 30 seg., 54 °C por 45 seg. y 72 °C por 1
min., 72 °C por 10 min; para P5CR, 95 °C por 1 min., 32 ciclos de 94 °C por 1 min., 53 °C
por 1 min, y 72 °C por 1 min., 72 °C por 10 min; y para PDH, 95 °C por 2 min., 32 ciclos de
95 °C por 45 seg., 53.5 °C por 1 min. y 72 °C por 30 seg., 72 °C por 5 min y éste se
desarroll6 en un termociclador My Cycler (BIO-RAD). Para visualizar los fragmentos
amplificados, las muestras respectivas se fraccionaron en un gel de agarosa al 1% (p/v)

en 30 ml de TAE 1X, tefido con bromuro de etidio.

Una vez que se identificaron en el gel las bandas que correspondian a los fragmentos
esperados, se procedié a su extraccién y purificacibn de acuerdo al protocolo que
proporciona el proveedor del kit QIAEX Il Agarosa Gel Extraction Protocol (QIAGEN).
Para verificar la pureza de los fragmentos, una alicuota de cada uno se aplicé en un gel

de 1% (p/v) de agarosa tefiido con bromuro de etidio.

Se procedié a la ligacién de éstos al plasmido pGEM-T Easy (Promega), siguiendo el
protocolo proporcionado por el proveedor. La mezcla de reaccién para los tres genes se
realizé de la siguiente manera: 1pl del vector pGEM-T Easy; 3 pl del producto de ADNc de
CcP5CS, CcP5CR y PDH purificados; 1 ul de la enzima T4 ligaza (3 U/ul) (Promega); 5 pl
amortiguador 2X.

Para la verificacion de la ligaciéon se realizé una reaccion de PCR para P5CS, P5CR y
PDH. Las mezclas y las condiciones del PCR fueron las mismas que las utilizadas

anteriormente.

Una vez comprobado que se obtenian Gnicamente las bandas deseadas de
aproximadamente 517 pb, 323 pb y 874 pb para P5CS, P5CR y PDH, respectivamente, se
procedié a su purificacion mediante el kit QlAprep Spin (QIAGEN). Para confirmar las
identidades, los ADNc insertados en el plasmido pGEM- T Easy, fueron secuenciados en
ambos extremos por la compafiia Macrogen, utilizando los cebadores universales SP6 y

T7; asi como también los cebadores especificos para P5CS, P5CR y PDH.

3.2.4 Evaluacion de las variedades contrastantes a tiempos cortos (0, 24, 36

y 72hrs) y a tiempos largos (siete dias) en presencia de NaCl

Para los tratamientos de estrés, las plantulas de las dos variedades se transfirieron a
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contenedores de plastico y se les adicioné 400 mL de solucion Hoagland modificada
(Richard-Morland et al., 2008) a 1/5 de su fuerza ionica (FIl) conteniendo 150 mM de NacCl,
pH 6.8, durante tiempos cortos (0, 24, 36 y 72 hrs) y tiempos largos (siete dias). Las
plantas testigo estuvieron Unicamente en presencia de la solucion Hoagland modificada
(Richard-Morland et al., 2008) a 1/5 de su FI, pH 6.8. Para llevar a cabo el andlisis de la
expresion diferencial, en cada tiempo las plantas fueron cosechadas en raices y hojas
(0.1 gr), posteriormente se congelaron en nitrégeno liquido y se almacenaron a -80 °C

hasta su utilizacion.

El experimento se muestra en la siguiente figura:

Tiempo 0 Tratamiento (+- NaCl Dia 7

- . w7 dias de estrés ™ mwm mm mm mm w——————-—-

W Kaef pefia gefipefl gefs
o LS RS
- - & v« W
Cosecha en tiempos
cortos (24, 36 y 72 hrs) ‘0 i Nac" ‘ !!N!a'g,! ’
* Transcritos
+ Enzimas Cosechar del material
« Pro vegetal

Figura 3.1. Disefio del experimento para el andlisis del metabolismo de prolina
en dos variedades (Mayan Chan y Mayan Ba’'alche) de chile habanero en
presencia de NaCl (150 mM).

3.2.5 Extracciéon de ARN total y sintesis de ADNc

Se utilizaron tejidos de raiz y hojas (0.1 gr) de plantulas de las diferentes variedades de
chile habanero (C. chinense Jacq.), que se encontraban bajo las condiciones

mencionadas en el apartado (3.2.4).

Para la extraccion del ARN total de los diferentes tratamientos, se utilizé la metodologia
del TRIZOL, en la cual se tomé 0.1 gr de tejido de raiz pulverizado, se transfirié a un tubo
eppendorf de 1.5 ml y se le afiadi6 1 ml del reactivo de TRIZOL (Invitrogen).
Posteriormente, se centrifugé durante 10 min a 12 000 g (10700 rpm) a 4 °C. El
sobrenadante se transfirid a un tubo eppendorf y se le adicion6 200 ul de cloroformo, se

agitdé manual y vigorosamente y se incub6 por 2-3 min a temperatura ambiente. Las
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muestras se centrifugaron a 12 000 g por 15 min a 4 °C. A la fase acuosa se le adicion6
500 pl de isopropanol y las muestras se incubaron durante 10 min a temperatura
ambiente. Después de centrifugar a 12 000 g por 10 min a 4 °C, se lavo la pastilla con 1
ml de etanol al 70% y se centrifug6 a 7 500 g (8 500 rpm) por 5 min a 4 °C. La pastilla se
dejo secar de 60 a 120 min. Se resuspendi6é el ARN total en 30-50 ul de agua con DEPc
(dietilpirocarbonato) estéril. Para evitar posibles contaminaciones con ADN gendmico, el
ARN total fue tratado con Turbo DNAsa (2 U/ pl) (Invitrogen) a 37 °C por 1lhr y la reaccion
de detuvo a 65 °C por 30 min.

Para la cuantificacién las muestras de ARN de cada tratamiento, se leyeron a 260 nm en
el equipo NANODROP 2000 (Thermo SCIENTIFIC). La integridad del ARN fue evaluada

por electroforesis en un gel de agarosa al 1 %, tefiido con bromuro de etidio.

Posteriormente, se procedio a realizar la sintesis de la primera cadena de ADNc mediante
transcripciéon reversa. Cada reaccion de retrotranscripcion se llevé a cabo en un volumen
final de 20 pl, el cual contenia 1 pg/pl de ARN, 1 ul de oligo dT (25uM) y 1 pl de dNTP’S
(10 mM). La mezcla se homogenizé y incubdé a 65 °C durante 5 min, colocandose
posteriormente a 4 °C durante 3 min. Para la reaccion se adicion6 4 pl del amortiguador
5X de la enzima Superscrip Il (Invitrogen), 2ul de DTT (0.1M) y 1ul de ARNsa aout (400
U/ul) (Invitrogen); seguidamente se homogenizé y se incubd a 42 °C durante 5 min. Por
altimo, a la mezcla se le adicioné 1ul de la enzima Superscrip Il (Invitrogen) y se dejé
reaccionar a 42 °C durante 50 min. Para detener la reaccion, la mezcla fue incubada a 70

°C durante 15 min.

3.2.6 Andlisis de los niveles de transcritos de CcP5CS, CcP5CR y CcPDH en

las dos variedades contrastantes al estrés por NaCl

Una vez obtenida la primera cadena de ADNc se procedié a evaluar los niveles de
transcritos de CcP5CS, CcP5CR y CcPDH que se encontraban bajo el tratamiento con
150 mM de NacCl, a través de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con
cebadores especificos sintetizados previamente, los cuales fueron disefiados con base a
la secuencia de ADNc de CcP5CS, CcP5CR y CcPDH.

La secuencia de los cebadores para CcP5CS  fue: F_359: 5
GTCAGCGGCTTCGATATAGG 3 y R _856: 5 ATACCCCCTCTTCCCACTCT 3. La
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mezcla de reaccion contenia 2.5 pl del amortiguador de la reaccion 10X; 1 pl de dNTP (10
mM); 1 pl de MgCl, (50 mM); 2 ul del oligo F_359 (10 uM); 2 ul del oligo R_856 (10 uM); 1
pl de la enzima Taq. Platinum (5 U/ul) (Invitrogen); 1 pl de ADNc. Para CcP5CR, la
secuencia de los cebadores fue: F_312: 5 CAGGTGGTTGAAGATAGTGA 3’y R_615: &5
GCATCAAACAGCTTCTCATC 3'. La mezcla de reaccion se prepar6 con 2.5 pl del
amortiguador de la reaccion 10X; 1ul de dNTP’s (10 mM); 1.5 pl de MgCl» (50 mM); 2 pl
del cebador F_312 (10 mM); 2 pl del cebador R_615 (10 mM); 0.2 ul de la enzima Taq
Platinum (5 U/ul) (Invitrogen); 1 ul de ADNc. El PCR se realiz6 segun lo reportado por
Rivero et al., (2014) para CcP5CS y CcP5CR, las condiciones fueron las siguientes: 95 °C
por 1 min, 35 ciclos de 94 °C por 1 min, 54 °C por 45 seg y 53 °C por 1 min. para P5CS y
P5CR respectivamente., 72 °C por 1 min, 72 °C por 10 min. Para CcPDH, la secuencia de
los cebadores fue: F _501: 5 GTCGAACATGCCACGGAAAA 3 y R 1355 5
ACTTGCTCACTTGAAATCCT 3'. La mezcla de reaccion se prepar6 con 2.5 ul del
amortiguador de la reacciéon 10X; 1 yl de dNTP’s (10 mM); 1.5 pl de MgClz (50 mM); 2 pl
del cebador F_501 (10 mM); 2 ul del cebador R_1355 (10 mM); 0.2 ul de la enzima Taq
Platinum (5 U/ul) (Invitrogen); 1 pl de ADNc. El PCR se llevo a cabo siguiendo lo
reportado por Kubala et al. (2015), las condiciones fueron las siguiente: 95 °C por 2 min.,
35 ciclos de 95 °C por 45 seg, 53.5 °C por 30 seg, 72 °C por 25 seg, 72 °C por 5 min.
Todas las PCR’s se desarrollaron en un termociclador My Cycler (BIO-RAD).

Para visualizar los posibles fragmentos amplificados por PCR, las muestras respectivas
se fraccionaron en un gel de agarosa al 1 % en 50 ml de TAE 1 X, adicionado con 1.3 pl
de bromuro de etidio. Como testigo de carga, se amplificé el gen de la tubulina, usando
los cebadores obtenidos a partir de la secuencia reportada para Capsicum annuum
(EF495257.1). Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes: 95 °C por 1.5 min,
35 ciclos de 94 °C por 30 seg, 50 °C por 30 seg, 75 °C por 30 seg, 72 °C por 10 min.

3.2.7 Determinacion del contenido de Pro en raices y hojas

Para determinar el contenido de Pro se sigui6 la metodologia descrita por Bates et al.
(1973) modificada y el protocolo reportado por Abraham et al. (2010). El material vegetal
(peso fresco) de raiz y hoja (0.1 gr) se maceré y se homogenizé con 1 mL de &cido
sulfosalicilico (3%), posteriormente se colectd el extracto y se centrifugé a 14,600 x ¢

(13,000 rpm) por 10 min. En un tubo nuevo se adicionaron 200 pL de acido acético glacial,
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200 pL de ninhidrina &cida y 200 pL del sobrenadante del extracto vegetal (mezcla de
reaccion), los cuales se incubaron a 96-100 °C por 60 min., al terminar la incubacion los
tubos se pusieron en hielo para detener la reaccién. La extraccion de la muestra se realizé
adicionando 1 mL de tolueno a la mezcla de reaccion, la cual se agité vigorosamente por
un tiempo de 20 seg y se esper6 hasta la separacion de las fases orgénica y acuosa. En
una cubeta de cuarzo se colectd la fase organica que contenia al cromoforo y se prosiguio
a realizar la lectura a una absorbancia a 520 nm. Se us6 tolueno como blanco. La
concentracion de prolina se determiné a partir de una curva de concentracién estandar y
se calculd con base al peso fresco (usualmente expresado como microgramo por gramo o

micromol por gramo de peso fresco, respectivamente) de donde se partié.

3.2.8 Extraccién y cuantificacion de proteinas totales

Las proteinas totales se extrajeron segun lo reportado por Kumar (2008) y Wang et al.
(2011), a partir de los tejidos vegetales reportados en el apartado 3.2.4. El tejido
cosechado se macer6 hasta obtener un polvo fino, en un mortero previamente congelado
con nitrégeno liquido, al cual se le adicioné 1% (w/v) de PVPP (para evitar la fenolizacion
del tejido). El polvo se recuperd en un vial de cristal colocado en hielo y se le adiciond
amortiguador de extraccion (2.5 ml/g de tejido fresco) que contenia: 50 mM de Tris-HCI
(pH 7.4), 1 mM EDTA, 5 mM de MgCl,, 0.6 M de KCI, 10 mM [B-mercaptoetanol.
Posteriormente el homogenato o extracto vegetal se centrifugd a 12000 x g (10,700 rpm)
durante 20 min, en una centrifuga refrigerada a 4 °C, esto para eliminar los restos
celulares. Finalmente se colectd el sobrenadante, en el cual se encuentran las proteinas

totales y se almacend a -80 °C hasta su uso.

La cuantificacion de proteinas se realiz6 siguiendo la metodologia reportada para el
sistema Bio-Rad Protein Assay Kit, empleando como referencia una curva patron de
albumina de suero bobino, basado en el método de Bradford (1976). Este método permite
relacionar la variacion de la absorbancia a 595 nm de una solucion &acida de Cooomasie
Brilliant Blue G-250, con la cantidad de proteinas presentes en una muestra. Los valores

de absorbancia se midieron por espectrofotometria.
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3.2.9 Actividad de las enzimas del metabolismo de Pro

La determinacion de las actividades de las enzimas del metabolismo de Pro se realizo
midiendo la actividad especifica de cada enzima por medio de espectrofotometria
siguiendo la metodologia reportada por Parida et al. (2008), Wang et al. (2011) y Stines et
al. (1999). Las enzimas evaluadas fueron: P5CS y PDH. Seguidamente se muestran las

caracteristicas de los amortiguadores de la mezcla para la reaccién enzimatica.

La actividad de P5CS fue determinada por el monitoreo del consumo de NADPH vy la
medicion en el incremento de la absorbancia a A340 nm. Toda la reaccion se realizé en un
volumen final de 2 mL, la mezcla de reacciéon contenia 75 mM de Glu, 100 mM de Tris-
HCI (pH 7.2), 20 mM de MgCI2, 5 mM de ATP, 0.4 mM de NADPH y por altimo 500 L del
extracto proteico. Seguidamente toda la mezcla fue incubada por un tiempo de 20 min a
37 °C a bafio maria y luego de este se prosiguié a la medicidon de la absorbancia. La
P5CS fue expresada como unidades por mg de proteina (una unidad es definida como un
incremento en 0.001 Az por min).

La actividad de PDH fue determinada por el monitoreo en la reduccién de NAD* y la
medicion fue a una absorbancia de A340 nm. Toda la reaccion se realizé en un volumen
final de 2 mL, la mezcla de reaccién contenia 100 mM amortiguador Carbonato-
Bicarbonato de sodio (pH 10.3), 20 mM de L-Pro, 10 mM de NAD" y por ultimo 500 pL del
extracto proteico. Seguidamente se midio la cinética por 5 min a una temperatura de 25
°C, las lecturas se tomaron cada 30 seg. PDH se expres6 como una unidad por mg de

proteina (una unidad es definida como la disminucion en 0.001 Asso por min).

3.2.10 Anélisis estadistico

Los datos se evaluardan mediante un analisis de varianza de una via (Sigma plot, version
12). Las medias de los tratamientos se compararon con la prueba de rango mdultiple de

Tukey.
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3.3 RESULTADOS

3.3.1 Establecimiento de los tratamientos en condiciones de hidroponia

Se establecieron las condiciones de hidroponia, tiempos de crecimiento y desarrollo, asi
como las condiciones para los tratamientos con NaCl. Después de 45 dias las plantulas
de chile habanero de las diferentes variedades, se sometieron a una concentracion de
150 mM de NacCl para observar el comportamiento de sus transcritos a una condicion de

curva dosis-respuesta de este compuesto.

Como testigo se emplearon plantulas que estuvieron Unicamente con solucidon nutritiva
(testigo). La finalidad del experimento fue determinar qué concentracién de NaCl es toxica
para cada variedad evaluada en condiciones de hidroponia. El tiempo de tratamiento con
NaCl fue de 7 dias. Al término de este tiempo las plantulas se cosecharon y se
seccionaron en raiz, tallo y hojas (paquetes de 0.1 gr), se congelaron en nitrégeno liquido

y reservaron a -80 °C hasta su utilizacion.

3.3.2 Evaluacién de la especificidad de los cebadores sintetizados para el
analisis de los niveles de transcritos de CcP5CS, CcP5CR y CcPDH

Una vez que se establecid el tratamiento con NaCl, se cosech6 el material vegetal y se
prosiguio a realizar la extraccién de ARN total tanto de raices como de hojas de las dos
variedades de chile habanero. Se sintetizé la cadena ADNc por medio de RT-PCR y se
almacenarén a -20 °C hasta su utilizacién. Antes de realizar los ensayos de expresion de
transcritos con las muestras que estuvieron bajo el tratamiento con 150 mM de NaCl, se
decidi6 realizar primero las pruebas necesarias con los cebadores sintetizados con el fin
de evaluar su especificidad. Se utilizO ADNc de chile habanero de la variedad Seminis que

fue donado por el grupo de trabajo de la Dra. lleana Echevarria.

3.3.2.1 Especificidad de los cebadores disefiados para CcP5CS

En la figura 3.1 se muestra la prueba de especificidad de los cebadores que corresponden
a CcP5CS, se puede observar que hubo una mayor especificidad utilizando los cebadores

de la posiciobn F_359 y R_856, se observa que con ambos juegos de cebadores se
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amplifica el tamafo esperado, comprobando de esta manera que los cebadores
disefiados a partir de C. annum, si tienen especificidad por C. chinense.

1 2 3 4 N

Figura 3.1 Prueba de especificidad de cebadores y niveles de transcritos para
el gen CcP5CS. 1 y 2, transcritos utilizando los cebadores con las posiciones
F 359 y R_680 (amplicon de 341 pb); 3 y 4, transcritos utilizando F_359 y
R_856 (amplicén de 517 pb); (-), control negativo al cual no se le adicion6 ADN;
Como molde se utiliz6 ADNc de chile habanero de la variedad Seminis. El

nimero de ciclos de la PCR fue de 40.

3.3.2.2 Especificidad de los cebadores disefiados para CcP5CR

Se procedio a realizar el ensayo de especificidad de los cebadores para amplificar al gen
CcP5CR, se obtuvo que con ambos juegos de cebadores el nivel de transcritos fue
similar, por lo que para futuros ensayos de PCR se pueden utilizar ambos juegos de
cebadores disefiados a partir de C. annum (Capana02g001203). Los resultados se

muestran en la figura 3.2

P5CR

Figura 3.2 Prueba de especificidad de cebadores y niveles de transcritos para
el gen CcP5CR. 1y 2, juego de cebadores con las posiciones F_312 y R_615
(323 pb); 3y 4, juego de cebadores con las posiciones F 312 y R_700 (408 pb);
(-), corresponde al control negativo al cual no se le adiciono ADN. Se utilizé
como molde ADNc de chile habanero variedad Seminis. El nimero de ciclos fue
de 40.

3.2.2.3 Especificidad de los cebadores diseifiados para CcPDH

Para evaluar la especificidad de los cebadores que corresponden a la CcPDH, en una
primera prueba se realiz6 una PCR utilizando la temperatura de alineamiento, asi como la

concentracién de MgCl, que anteriormente se habian evaluado in silico, sin embargo, no
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se obtuvo el fragmento esperado en todos los cebadores evaluados, por lo que se
prosiguio a realizar una curva con diferentes concentraciones de MgCl; [1.5, 2, 3y 4 mM].
Los resultados obtenidos se muestran en la figura 3.4; en donde se puede observar que
hubo una correcta amplificacion del fragmento esperado utilizando el juego de cebadores
que corresponden a las posiciones F_501 y R_1355 (874 pb). Dicha amplificacion se logré
utilizando concentraciones de 3 y 4 mM de MgClI; respectivamente.

Los resultados de estos ensayos nos permitieron tener las condiciones de amplificacion
correctas para los posteriores analisis de expresion de estos genes en las plantas de las

diferentes variedades de Capsicum chinense Jacq. sometidas a tratamientos de salinidad.

() () (1 () 2
PDH : -

15 ) 3 4 [mM]MgCI

Figura 3.3 Curva de MgCl. y expresion de transcritos para el gen CcPDH. Para
esta prueba se utilizaron los cebadores con posiciones F_501 y R_1355 con un
tamafio esperado de 874 pb. 1, concentracion de 3 mM de MgClz; 2,
concentracién de 4 mM de MgCI2; (-) control negativo de cada concentracion
evaluada (sin ADN). Se utilizé6 como molde ADNc de chile habanero de la

variedad Seminis. El niimero de ciclos fue de la PCR fue de 40.

3.3.3 Analisis de las secuencias deducidas de aminoacidos de P5CS, P5CR y

PDH de Capsicum chinense Jacq.

Como resultado de la clonacion se obtuvieron 10 clonas positivas para cada uno de los
genes; de las cuales cinco fueron seleccionadas al azar para secuenciar. Todos los
andlisis que a continuacion se presentan fueron realizados con estas cinco clonas
seleccionadas. Para P5CS se tomaron las clonas 1, 3, 4, 6 y 9; para P5CR se tomaron a
las clonas 2, 3, 4, 6 y 7 y finalmente para PDH se tomaron a las clonas 3, 5,6, 7y 8. Los
resultados de la secuenciacién para CcP5CS indicaron que las cinco clonas analizadas
son idénticas, presentando una longitud de 517 pb y una secuencia deducida para la

proteina de 172 aminoécidos. Los resultados se muestran en la figura 3.4.
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1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130

1 1

CaP5CS HGRYLPSLLIYKALGKPRNIGLRRIQHFYLSGFKDSPHYAYILSFYSLSYLFTHDSADPARAFYKDYKRIIIKYGTAYYTRGDGRLALGRHGSLCEQIRELTSQGFEYILVTSGAYGYGRORLRYRKLIN
1 ORLRYRKLLN

c3 ORLRYRKLLN

] ORLRYRKLLN

C6 QRLRYRKLLN

] QRLRYRKLLN
CONSENSUS 4 uuureasarrasasrasesresesressssesasserasassesassesssresassssaseesssstsssssssssesssseressssessssersssersssesssserssssssns GRLRYRKLIN
131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

I

CaP5CS SSFADLOKPOGDLDGKACARYGAONGLHALYDTLFSOLDYTSAQLHYTDNDFROPDFRROLNETYNSLLCLKYYPIFNENDAISTRKAPYEDSSGIFHDNDSLAALLALELKADLLYLLSDYDGLYTGPPS
C1  SSFLDLOKPONELDGKACAARYGANGLHALYDSLFSOLDYTSAQLLYTONDFROPDFRSOLNDTYHSLLSLKYIPIFNENDAISTRKAPYEDSSGIFMDNDSLARLLALELKADLLYLLSDYEGLYSGPPR

C3 SSFLDLOKPANELDGKACARYGANGLHALYDSLFSAQLDYTSAQLLY TONDFROPDFRSALNDTYNSLLSLKYIPIFNENDAISTRKAPYEDSSGIFHDNDSLARLLALELKADLLYLLSDYEGLYSGPPR

C9 SSFLDLOKPONELDGKACARYGONGLHALYDSLFSQLDYTSAQLLYTDNRDFROPDFRSAOLHDTYNSLLSLKYIPIFNENDAISTRKAPYEDSSGIFHDNDSLARLLALELKADLLYLLSDYEGL YSGPPR

C6 SSFLDLOKPONELDGKACAARYGANGLHALYDSLFSOLDYTSAQLLYTONDFROPDFRSOLNDTYHSLLSLKYIPIFNENDAISTRKAPYEDSSGIFHDNDSLAALLALELKADLLYLLSDYEGL YSGPPR

C4 SSFLDLOKPONELDGKACARYGANGLHALYDSLFSOLDYTSAQLLYTONDFROPDFRSOLNDTYNSLLSLKYIPIFNENDAISTRKAPYEDSSGIFHDHNDSLAALLALELKADLLYLLSDYEGLYSGPPR
Consensus  SSF1DLOKPOn#LDGKACAAYGONGLHALYDsLFSQLDYTSAQL$YTONDFRDOPDFRsOLNATYHNSLLsLKY ! PTIFHENDAISTRKAPYEDSSGIFHDHDSLAALLALELKADLLYLLSDY4GLYSGPPr

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
1 1
CaP5CS DPOSELIHTYYKEKHEGLITFGDKSRYGRGGHTAKYKARYYAAYAGISLCESSGFANNNIIKALDGECYGTLFHREATKHASTGDYDAREHAYSARECARRLOALSSOERSKILLDIADALEAKEEEILA

C1  DPDSKLIHTYIKEKHERYITFGDKSRVGRGGQ

C3 DPDSKLIHTYIKEKHERVITFGDKSRYGRGGQ

C9 DPDSKLIHTYIKEKHERYITFGDKSRVGRGGQ

C6 DPDSKLIHTYIKEKHERVITFGDKSRYGRGGQ

C4 DPDSKLIHTYIKEKHERYITFGDKSRYGRGGQ
Consensus DP#SKLIHTY ! KEKHErvITFGDKSRYGROGA. s eesssecscsccscsasscsssccsssccsssccsssscssssosssssssasssssssssssssscsossesssocsssscsssoscsssssacs

Figura 3.4 Alineamiento de las secuencias deducidas de aminoacidos de las
cinco clonas elegidas de CcP5CS. Como secuencia de referencia se tomé a las
P5CS de Capsicum annuum (XP_016575520.1). El alineamiento se llevé a cabo
utilizando el programa bioinformatico Multalin
(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/).

El analisis comparativo de la secuencia deducida de aminoacidos indica que la CcP5CS
de chile habanero es altamente similar a la Pirrolina-5-carboxilato sintetasa de la familia
de las Solanaceas, incluyendo a Capsicum annuum, Capsicum baccatum, Capsicum
chinense, Nicotiana sylvestris, Nicotina attenuata, Nicotiana tomentosiformis, Solanum
lycopersicum, Solanum pennelli y Solanum tuberosum. Este analisis de identidad revelo
gue CcP5CS tiene una identidad de 100% con una secuencia reportada para Capsicum
chinense, CcP5CS, al igual que con la CaP5CS de Capsicum annuum; y un 98.83 % con
CbP5CS de Capsicum baccatum. Con las restantes especies analizadas, presenté un
porcentaje de identidad que va desde un 97 hasta un 96 %. En el cuadro 3.2 se muestran
los resultados obtenidos a partir de este analisis de identidad.

Cuadro 3.2. Andlisis de identidad de las clonas de P5CS de chile habanero con sus
homdlogos en Solanaceaes. Como se observa en el cuadro, las clonas presentaron un alto grado
de identidad con otros miembros de la familia de Solanaceaes, especialmente con los miembros
del género Capsicum.

Nombre Especie Identidad Numero de accesion
(%)
CcP5CS Capsicum chinense 100 PHUO09006.1
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CaP5CS Capsicum annuum 100 PHT74311.1

CbP5CS Capsicum baccatum 98.83 PHT40300.1

StP5CS Solanum tuberosum 97.66 XP_006355263.1
NtoP5CS  Nicotiana tomentosiformis 97.08 XP_009588946.1
NaP5CS Nicotiana attenuata 97.08 XP_019254615.1
SpP5CS Solanum pennellii 97.08 XP_015085127.1
NsP5CS Nicotiana sylvestris 96.49 XP_009772171.1
SIP5CS Solanum lycopersicum 96.49 XP_010324853.1

Al igual que con P5CS, los resultados obtenidos para P5CR indican que las cinco clonas
analizadas son idénticas, con una longitud de 323 pb y una secuencia deducida para la

proteina de 108 aminodacidos. En la figura 3.5 se muestran los resultados obtenidos.

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
I 1
HANYCPIPSDSYKYGF IGRGKHAESIARGYVKSGILPASRIRTAHSGSARRTAFESIGYTYFONNTOVAEDSDYIIFSYKPOYVKNYYSOLRPILSEKOLLYSYARGYKLNDLOEMAGODRFIRYHPNTP

c2 QVVEDSDYIIFSYKPOYYKNYYSOLRPILSEKOLLYSYAAGYKLNDLQEHAGODRFIRYHPNTP

c3 QVVEDSDYIIFSYKPOYYKNYYSOLRPILSEKOLLYSYAAGYKLNDLQEHAGODRFIRYHPNTP

c7 QVVEDSDYIIFSYKPOYYKNYYSOLRPILSEKOLLYSYAAGYKLNDLQEHAGODRFIRYHPNTP

6 QVVEDSDYIIFSYKPOYYKNYYSOLRPILSEKOLLYSYAAGYKLNDLQEHAGODRFIRYHPNTP

cd QVVEDSDYIIFSYKPOYVYKNYYSOLRPILSEKOLLYSYAAGYKLNDLQEHAGODRFIRYHPNTP
CONBANBUS 4 oeseestttstt sttt sttt sses sttt ttsstststtittitssttsttsttssstsstssss QVVEDSDYITIFSYKPOYYKNYYSOLRPILSEKOLLYSYAAGYKLNDLQEHAGODRFIRYHPNTP
131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

I 1

CcPS5CR  SAYGEAATYFTLAGKATAEDGEL TSOLFGATGKYHKADEKL FDATTGLRHYPSLHFLKLDLLSLNLHPISAPYLGARSHYSGHGKHPGALKDDYASPGGT TIAGTHELEKSGFRGILHNAYYARAKRSRE

Consensus

SAYGEARTYFTLAGKATAEDGEL ISOLFGATIGKYHKADEKLFDQ
SAYGEARTYFTLAGKATAEDGEL ISOLFGATIGKYHKADEKLFDQ
SAYGEARTYFTLAGKATAEDGEL ISOLFGATIGKYHKADEKLFDQ
SAYGEARTYFTLAGKATAEDGEL ISOLFGATIGKYHKADEKLFDQ
SAYGEARTYFTLAGKATAEDGEL ISOLFGATIGKYHKADEKLFDQ
SAVGEARTVFTLAGKATAEDGEL TSOLFGATGKYHKADEKLFDG, 44 vussnassssnarsassssnssssssesrssssssssrsrssssnsssssrssrarssssssssssnssssssssnsrsases

Figura 3.5 Alineamiento de las secuencias deducidas de aminoacidos de las
cinco clonas elegidas de CcP5CR. Como secuencia de referencia se tomé a las
P5CR de Capsicum annuum (XP_016559219.1). El alineamiento se llevé a cabo
bioinforméatico Multalin

utilizando el programa

(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/).

Los resultados del analisis de las secuencias deducidas de aminoéacidos indicaron que la

CcP5CR de chile habanero es altamente similar a la Pirrolina-5-carboxilato reductasa de

la familia de las Solanaceas, incluyendo a Capsicum annuum, Capsicum chinense,
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Nicotiana sylvestris, Nicotina attenuata, Nicotiana tabacum, Nicotiana tomentosiformis,
Solanum lycopersicum, Solanum pennelli y Solanum tuberosum. El analisis de identidad
indicé que CcP5CS tiene una identidad de 99.07% con una secuencia reportada para
Capsicum chinense, al igual que con Capsicum annuum. Con las restantes especies
analizadas, present6 un porcentaje de identidad que va desde un 94 hasta un 90 %. En el
cuadro 3.3 se muestran los resultados obtenidos.

Cuadro 3.3. Analisis de identidad de las clonas de P5CR de chile habanero con sus
homadlogos en Solanaceaes. En el cuadro se observa que las clonas presentaron un alto grado de
identidad con otros miembros de la familia de Solanaceaes, principalmente con los miembros del
género Capsicum.

Nombre Especie Identidad NUumero de accesién
(%)

CcP5CR Capsicum chinense 99.07 PHU25668.1

CaP5CR Capsicum annuum 99.07 XP_016559219.1

NtoP5CR Nicotiana 94.39 XP_009627281.1

tomentosiformis

NsP5CR Nicotiana sylvestris 94.39 XP_009773755.1
NaP5CR Nicotiana attenuata 94.39 XP_019228572.1
NtP5CR Nicotiana tabacum 94.39 XP_016495016.1
StP5CR Solanum tuberosum 93.46 XP_006365049.1
SIP5CR Solanum lycopersicum 90.65 XP_004233250.1
SpP5CR Solanum pennellii 90.65 XP_015063467.1

Por ultimo, el andlisis de la cinco clonas de PDH indicaron, al igual que con los genes que
codifican para las enzimas involucradas en la sintesis de la prolina, que todas son
idénticas. Estas presentaron una longitud de 874 pb y una secuencia deducida para la

proteina de 292 aminoécidos. Los resultados obtenidos se muestran en la figura 3.6.
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Consensus

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130

I I
HANKYFGPKLFKNLGFHYRRLNSAPSPFSAYPPLNF TGDFNAYPHLYEPTPQINNTTTHHPHINNNIINFNDVKELFYGYPTTKLIRSSLTLOHARTEPHYDL GHHVYHNSKLHEHPYFRDVHLGFVYKNTF

I I
YEHFCAGKDLTEYRRTYHNLSDSGLKAHLDYGYEHATENESCEQSTTAFTQTIESTKSLPOSSASFYYAKITAICTPRLLKRHSDLLRHEQKDPSLNLPHKRRTLPLFAESSPYYHTSEKPEPLTYEEER
VEHATENESCEQSTTAFIQTIESTKSLPASSASFYYAKITAICTPRLLKRHSDLLRHEQKDPSLNLPHKRRTLPLFAESSHYYHTSEKPEPLTYEEER
VEHATENESCEQSTTAFIQTIESTKSLPQSSASFYYAKITAICTPRLLKRHSDLLRHEQKDPSLNLPHKRRTLPLFAESSHYYHTSEKPEPLTYEEER
VEHATENESCEQSTTAFIQTIESTKSLPOSSASFYYAKITAICTPRLLKRHSDLLRHEQKDPSLNLPHKRRTLPLFAESSHYYHTSEKPEPLTYEEER
VEHATENESCEQSTTAFIQTIESTKSLPOSSASFYYAKITAICTPRLLKRASDLLRHEQKDPSLNLPHKRRTLPLFAESSHYYHTSEKPEPLTYEEER
VEHATENESCEQSTTAFTQTIESTKSLPASSASFYYAKITAICTPRLLKRASDLLRHEQKDPSLNLPHKRRTLPLFAESSHYYHTSEKPEPLTYEEER
................................ VEHATEHESCEQSTTAFIQTIESTKSLPQSSASFYVAKITAICTPRLLKRHSDLLRHEQKDPSLHLPHKRRTLPLFAESShYYHTSEKPEPLTVEEER

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
I

I

DLELAHERLKKICEKCLEHDVPLLIDAEDSTIQPAIDYFAYSAAIKYHKDDOPLIFGTIQAYLKDAKERHYHAKKAREKHGYPHGFKLYRGAYHCSEKALASSLGINSPIHDSIEQTHACFNSCAEFHIE
DLELAHERLKKICEKCLEHDYPLLIDAEDSTIOPAIDYFAYSAAIKYHKDDOPLIFGTIOAYLKDAKERHYHAKKAREKHGYPHGFKL YRGAYHCSEKALASSLGFNSPTHDSIEQTHACFNSCAEFHIE
DLELAHERLKKICEKCLEHDYPLLIDAEDSTIQPAIDYFAYSAAIKYHKDDOPLIFGTIOAYLKDAKERHYHAKKAREKHGYPHGFKL YRGAYHCSEKALASSLGFNSPTHDSIEQTHACFNSCAEFHIE
DLELAHERLKKICEKCLEHDYPLLIDAEDSTIQPAIDYFAYSAAIKYHKDDOPLIFGTIOAYLKDAKERHYHAKKAREKHGYPHGFKLYRGAYHCSEKALASSLGFNSPTHDSIEQTHACFNSCAEFHIE
DLELAHERLKKICEKCLEHDYPLLIDAEDSTIQPAIDYFAYSAAIKYHKDDOPLIFGTIOAYLKDAKERHYHAKKAREKHGYPHGFKL YRGAYHCSEKALASSLGFNSPTHDSIEQTHACFNSCAEFHIE
DLELAHERLKKICEKCLEHDYPLLIDAEDSTIQPAIDYFAYSAAIKYHKDDOPLIFGTIOAYLKDAKERHYHAKKAREKHGYPHGFKLYRGAYHCSEKALASSLGFNSPTHDSIEQTHACFNSCAEFHIE
DLELAHERLKKICEKCLEHDYPLLIDAEDSTIQPAIDYFAYSAAIKYHKDDOPLIFGTIOAYLKDAKERHYHAKKAREKHGYPHGFKLYRGAYHCSEKALASSLGFNSPTHDSIEQTHACFNSCAEFHIE

391 400 4q10 420 430 440 450 460 470 480 430 501
I I
EIANGSGAYYLATHDIESGKLARTKAIDLGIKIEROSLOFAOLYGHADGLSFGLRNAGFQYSKYLPFGPYEQINHYLHRRAEENRGHLSTSAFDROLHRKELSRRLEYATS
EIANGSGAYYLATHNIESGKLARTKAIDLGIKNERASLQFAOLYGHADGLSFGLRNAGFQYSKY
EIANGSGAYYLATHNIESGKLARTKAIDLGIKNERQSLOFAOLYGHADGLSFGLRNAGFQYSKY
EIANGSGAYYLATHNIESGKLAATKAIDLGIKNERQSLAFAOLYGHADGLSFGLRNAGFQYSKY
EIANGSGAYYLATHNIESGKLAATKAIDLGIKNERQSLAFAOLYGHADGLSFGLRNAGFQYSKY
ETANGSGAYYLATHNIESGKLARTKATDLGIKNERASLQFAOL YGHADGL SFGLRHAGFQYSKY
ETANGSGAYYLATHETESGKLARTKATDLGIKNERASLAOFAOLYGHADGLSFGLRNAGFOYSKV . e cveessssssessssssssssssssssssssasssssssssanes

Figura 3.6 Alineamiento de las secuencias deducidas de aminoacidos de las
cinco clonas elegidas de CcPDH. Como secuencia de referencia se tomé a las
PDH de Capsicum annuum (NP001311649.1). El alineamiento se llevé a cabo
utilizando el programa bioinformético Multalin

(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/).

El alineamiento de las secuencias deducidas de aminoacidos indicé que la CcPDH de

chile habanero es altamente similar a la Prolina deshidrogenasa de la familia de las

Solanaceas, incluyendo a Capsicum annuum, Capsicum chinense, Capsicum baccatum,

Nicotiana tabacum, Solanum lycopersicum, Solanum pennelli y Solanum tuberosum.

Este andlisis revel6 que CcPDH tiene una identidad de 98.97% con una secuencia

reportada para Capsicum chinense. De igual manera también present6 una identidad alta,

incluso aun mayor que con la de C. Chinense, con CaPDH con la que comparte un 99.63

%. Con Capsicum baccatum, CbPDH, presentd un 97.94 %. Con las restantes secuencias

de especies analizadas, presentd un porcentaje de identidad que va desde un 93 hasta un

89 %. En el cuadro 3.4 se muestran los resultados obtenidos a partir de este andlisis.
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Cuadro 3.4. Alineamiento de las clonas de PDH de chile habanero con sus homélogos en
Solanaceaes. Las clonas presentaron un alto grado de identidad con otros miembros de la familia
de Solanaceaes, de manera especial con los miembros del género Capsicum.

Nombre Especie Identidad NUumero de accesién
(%)

CaPDH Capsicum annuum 99.31 PHT91687.1
CcPDH Capsicum chinense 98.97 PHU27545.1
CaPDH Capsicum annuum 98.63 NP_001311649.1
CbPDH Capsicum baccatum 97.94 PHT57386.1
SIPDH Solanum lycopersicum 93.47 NP_001334034.1
SpPDH Solanum pennellii 93.47 XP_015066286.1
StPDH Solanum tuberosum 92.78 XP_006338295.1
CaPDH Capsicum annuum 99.27 XP_016555992.1
NtPDH Nicotiana tabacum 89.69 NP_001312293.1

Estos resultados no resultan extrafios, ya que como se ha mencionado anteriormente, las
tres especies del género Capsicum pertenecen a la familia de las solanaceaes, y por lo
tanto podrian compartir un ancestro comdn, lo que da como resultado los altos

porcentajes de identidad para las tres enzimas analizadas en este trabajo.
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3.3.4 Perfil de expresion de transcritos de CcP5CS, CcP5CR y CcPDH en la

raiz de chile habanero

Para determinar los niveles de transcritos de los genes involucrados tanto en la
biosintesis como en la degradacion de la Pro, se realizaron ensayos semicuantitativos de
PCR punto final. Como mencionamos anteriormente, las plantulas fueron sometidas a una
concentracion de 150 mM de NaCl durante un periodo de siete dias, al término de los
siete dias se prosiguid a cosechar el material vegetal (raices y hojas). Posteriormente se
realiz6 la extraccion de ARN total, asi como la sintesis de ADNc. Finalmente se
obtuvieron los niveles de expresién de los transcritos para cada variedad y para cada

tiempo, en los 6rganos anteriormente mencionados.

En la figura 3.7 se muestran los resultados obtenidos al evaluar los niveles de transcritos
de CcP5CS, CcP5CR y CcPDH en la raiz. Se observo que para la variedad Chan hubo
una induccion de los niveles de transcritos para P5CS y que la expresion aumenta
conforme aumenta el tiempo, esto hasta las 72 hrs, para finalmente apagarse a los 7 dias.
Para P5CR se observé un aumento en la expresion de los niveles de transcritos y que
este aumento es dependiente del tiempo, obteniendo el menor nivel de expresion a los 7
dias. Para PDH se observo una induccion de los niveles de expresion de los transcritos,
alcanzando sus mayores niveles a las 36 y 72 hrs, para posteriormente apagarse a los 7

dias.

En la variedad Ba'alche se observd una disminucion en los niveles de expresion de
transcritos para P5CS a las 24 hrs., asi como un aumento a las 36 hrs y una ligera
disminucién a las 72 hrs; para finalmente apagarse a los 7 dias. Para P5CR los niveles
de expresion de los transcritos se mantuvieron constantes durante las primeras 24 hrs,
para posteriormente alcanzar su mayor nivel de expresion a las 36 hrs. Una disminucion
significativa de la expresion de los niveles de transcritos se observé a las 72 hrsy a los 7

dias la expresion es nula.

En el caso de PDH, se observé una disminucion de los niveles de expresion de los
transcritos a las 24 hrs, A las 36 hrs hay una recuperacion de los niveles de expresion de
los transcritos, siendo este el tiempo donde mayor nivel de expresion se presenta; para

posteriormente disminuir a las 72 hrs y apagarse por completo a los 7 dias.
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Chan
hrs hrs
TO 24 36 72 7dias TO 24 36 72 7dias
pb

Figura 3.7 Efecto del NaCl sobre los niveles de expresiéon de los genes
CcP5CS, P5CR y PDH en raices. Plantulas de las variedades Chan y Ba’alche
de chile habanero creciendo durante 45 dias en condiciones de hidroponia
fueron sometidas a una concentracién de 150 mM de NaCl por un periodo de
siete dias. El ARN fue extraido de raices a las (0, 24, 36, 72) hrs y a los siete
dias. El nimero de ciclos para la PCR fue de 35. Se utilizé el gen constitutivo de

Tubulina (TUB) como control de carga.

3.3.5 Perfil de expresién de transcritos de CcP5CS, CcP5CR y CcPDH en las

hojas de chile habanero

De la misma manera que en el apartado 3.3.4, se llevé a cabo la evaluacion de los niveles
de transcritos de los genes involucrados tanto en la biosintesis como en la degradacion
del metabolismo de la Pro. Esta evaluacion se realiz6 a partir del ARN total obtenido de
hojas. Los resultados se observan en la figura 3.8. Estos resultados muestran que para la
variedad Chan hubo un ligero aumento de la expresion de P5CS en todos los tiempos
cortos evaluados; mostrando una mayor expresion a las 72 hrs. De igual manera se
observo que a los 7 dias el nivel de expresion disminuyé hasta alcanzar los mismos

niveles de expresion que a las 24 hrs.

Para P5CR los resultados mostraron una ligera disminucion de los niveles de expresion a
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las 24 hrs con respecto al testigo. A las 36 hrs se observé una recuperacién de estos
niveles de expresion, la cual aument6 a las 72 hrs, tiempo en el que se obtuvieron los
mayores niveles de expresion. Finalmente, a los 7dias no se observd expresion de los

transcritos de dicho gen.

En el caso de PDH se observé una induccion de los niveles de expresion a partir de las 24
hrs. Esta expresion se mantuvo oscilante durante los diferentes tiempos, ya que a las 36
hrs hubo una disminucién en la expresion, la cual se recuper6 a las 72 hrs, tiempo en el
que se alcanzé el mayor nivel, contrastando totalmente con lo observado a los 7 dias, en
donde la expresién se apaga por completo. En la variedad Ba’alche se observé un
aumento en la expresiéon para P5CS desde las 24 hrs de exposicion a 150 mM de NacCl, la
cual aumenté a las 36 hrs, y posteriormente disminuyé a las 72 hrs. alcanzando sus
mayores hiveles de expresién a los 7 dias. Para P5CR se observé un aumento
significativo de la expresién a las 24 hrs, la cual disminuye a las 36 hrs y se mantiene
constante hasta a las 72 hrs, para finalmente recuperarse y alcanzar sus mayores niveles
de expresién a los 7 dias. Para PDH se observd un aumento de la expresion a las 24 hrs
con respecto al testigo; sin embargo, a partir de las 36 hrs los niveles de expresion fueron
disminuyendo conforme aumentaba el tiempo de exposicién al estrés. A los 7 dias se

observaron los menores niveles de expresion.

Chan

hrs hrs
TO 24 36 72 7 dias TO 24 36 72 7diaspb

P5CS 517

P5CR 323

PDH

TUB

874

347

Figura 3.8 Efecto del NaCl sobre los niveles de expresion de los genes
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CcP5CS, P5CR y PDH en hojas. Plantulas de las variedades Chan y Ba’alche
de chile habanero creciendo durante 45 dias en condiciones de hidroponia
fueron sometidas a una concentracion de 150 mM de NaCl por un periodo de
siete dias. El ARN fue extraido de hojas a las (0, 24, 36, 72) hrs y a los siete
dias. El nimero de ciclos para la PCR fue de 40. Se utilizé el gen constitutivo de

Tubulina (TUB) como control de carga.

3.3.6 Efecto del estrés por NaCl sobre la actividad de las enzimas
involucradas en el metabolismo de Prolina en ambas variedades de

Capsicum chinense.

Bajo condiciones de estrés, se sabe que la acumulacion de Pro correlaciona con la
actividad de P5CS, la cual es una enzima que juega un papel fundamental en la
biosintesis de Pro, P5CS cataliza el primer paso es la primera reaccién en la conversion
de Glu a Pro (Wang et al.,, 2011). El resultado de la actividad especifica de P5CS se
muestra en la figura 3.9 En las raices (A) P5CS tuvo una actividad de 100 y 50 (U/mg de
proteina) para Chan y Ba’alche respectivamente para el tiempo cero. Se puede observar
que la mayor actividad en este érgano fue a las 72 hrs de tratamiento con sal en donde
Ba’alche fue la que mostro una actividad mayor de casi 250 (U/mg de proteina)
comparada con Chan la cual tuvo 125 (U/mg de proteina) lo que sugiere, que
posiblemente cuando una planta se somete a un estrés por NacCl, la biosintesis de Pro se
empieza a dar en las primeras 72 hrs. Sin embargo, algo para notar es que cuando las
plantas estuvieron por siete dias en tratamiento con este compuesto, P5CS disminuyo a

valores similares a los encontrados en el tiempo cero.

En las hojas (B), P5CS en el tiempo cero fue mayor para la Ba’alche a comparacion de
Chan, sin embargo, cuando ambas variedades se pusieron en presencia de 150 mM de
NaCl la variedad Chan tuvo casi el doble de actividad comparada con Ba’alche que se
mantuvo en 150 (U/mg de proteina), ya para los siete dias se encontr6 que ambas
variedades tuvieron una actividad similar de P5CS. Cabe mencionar que como se
menciond anteriormente, esta enzima es fundamental para la biosintesis de Pro sin
embargo con lo observado en los resultados anteriores, claramente se puede ver que esta
enzima se comporta de manera diferente entre variedades, como se vio en el capitulo .
Chan es una variedad que podremos considerar como tolerante a la salinidad y es de

suponer que podria tener mecanismos que le ayuden a tolerar este estrés como es el
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caso del aminoacido Pro, por el contrario, Ba’alche se ha visto que es una variedad
sensible a este estrés. Asi mismo, la acumulacion de Pro puede verse afectada, o por el
contrario la degradacion de la Pro es necesaria para 6rganos y vias que necesiten
energia, dado esto, la Pro tiene como funcion dar energia y servir como una molécula
clave en el funcionamiento de las plantas. Dado a lo anterior, uno de los puntos
importantes fue evaluar la actividad de la PDH, enzima que cataliza la conversion de Pro
a P5C, entonces se prosiguid a evaluar esta enzima para poder determinar si el
anabolismo es mayor que el catabolismo para este aminoacido o también si se da de

manera contraria.

En la figura 3.9 (C y D) se obtuvieron los resultados en cuanto a la actividad de la PDH
tanto en raices (C) como en hojas (D). En las raices se obtuvo que en el tiempo cero
Ba’alche presento una mayor actividad y que tuvo diferencia significativa comparada con
Chan, cabe mencionar que en este tiempo Ba’alche fue la que presento la mayor actividad
de los tres tiempos evaluados con casi 450 (U/mg de proteina), por otro lado, a las 72 hrs
no existi6 cambio entre ambas variedades ya que ambas mostraron actividad similar. A
los siete dias de evaluacién se pudo observar que chan mostro un leve incremento con
respecto al tiempo anterior (72 hrs), aunque por otro lado la mayor disminucién de PDH se

encontré en Ba’alche a los siete dias con casi 100(U/mg de proteina).

La actividad de PDH en hojas de igual manera fue evaluada, se pudo obtener que la
mayor actividad en este 6rgano fue en el tiempo cero con casi 700 (U/mg de proteina) la
presento Chan, de igual manera se observé que Ba’alche no presento cambios en los
niveles de la actividad en practicamente todos los tiempos evaluados (TO, 72 hrs y 7 dias).
Sin embargo, PDH modifico su actividad en presencia de salinidad ya que a las 72 hrs y
siete dias la actividad de Chan fue simular en ambos tiempos y con la menor actividad de

este érgano.
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Figura 3.9 Actividad especifica de la P5CS y PDH en raices (Ay C) y hojas (B 'y
D) de dos variedades de Chile habanero sometidas a un estrés por NaCl. Letras

diferentes indican diferencia significativa (P<0.005; Tukey).

3.3.7 Efecto del estrés por NaCl sobre la acumulacién de Pro en las raices y

hojas de ambas variedades de Capsicum chinense.

Al término del experimento de dosis-respuesta se prosiguié a cuantificar el contenido de
Pro en raices de las dos variedades evaluadas. Los resultados obtenidos se muestran en
la figura 3.10. De manera general en las raices se observd que tanto la variedad Chan
como Ba’alche no presentan diferencias en los contenidos en el tiempo 0 y a las 24 hrs,
sin embargo, se observa que existi6 una mayor acumulacion de Pro a las 36 hrs de
Ba’alche y este fue mayor que la que presenta Chan, asi mismo, a partir de las 72 hrs
hasta los siete dias la acumulacion de Pro fue mayor para la variedad Chan presentando
valores por arriba de los 3 umoles. g* de PF para las 72 hrs y cerca de los 20 pmoles. g*
de PF comparada con Ba’alche cuyos valores estuvieron en 2 umoles. g* de PF para las

72 hrs y aproximadamente 8 pmoles. g* de PF para los siete dias.
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Figura 3.10 Contenido de Pro en raices (A) y hojas (B) de las plantas testigo y

plantas sometidas a una concentracién de 150 mM de NaCl de las variedades

Chan y Ba'alche. Letras diferentes indican diferencia significativa (P<0.005;

Tukey).

Asi mismo, se cuantifico el contenido de Pro en las hojas de las dos variedades de chile

habanero que fueron sometidas a una concentracién de 150 mM de NaCl. Los resultados

obtenidos se muestran en la figura 3.10. EIl analisis estadistico mostr6 que las plantas
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testigo fueron las que presentaron menor contenido de Pro y este contenido fue similar en
las dos variedades evaluadas. Seguidamente a las 24 hrs la variedad Ba’alche fue la que
presentd un aumento de cerca de 5 umoles. g* de PF con respecto a Chan con un 2.5
umoles. gt de PF. Asi mismo a las 36 hrs hubo un cambio en los contenidos de Chan
puesto que presento casi el mismo valor que tuvo Ba’alche en el tiempo anterior, en este
tiempo Ba’alche disminuye su contenido de este osmolito a casi 2.5 pmoles. g* de PF.
Por otro lado, en a las 72 hrs ambas variedades presentaron valores casi idénticos
cercanos a 6 umoles. g* de PF y por ultimo, al evaluar a los siete dias los contenidos de
Pro se encontré que de nueva cuenta Chan es la variedad que acumulo casi el doble que
Ba’alche, presentando valores cercanos a 80 umoles. g* de PF y presento diferencia
significativa cuando se comparé a Ba’alche en el mismo tiempo de evaluacion la cual tuvo
un valor de aproximadamente 40 pmoles. g! de PF. Cabe mencionar que se ha
documentado que una de las principales funciones que tiene Pro, es conferir proteccion al
aparato fotosintético, asi como servir de fuente de energia cuando este aminoacido es
degradado y se podria sugerir que la Pro en esta variedad juega un papel muy importante
en formar parte de toda esa maquinaria con que cuenta esta variedad para poder tolerar
una concentracion de 150 mM de NacCl.

3.4 DISCUSION

Existe una amplia literatura sobre la acumulacion de Pro bajo diferentes tipos de estrés
abiético como sequia (Kiyosue et al., 1996; Parida et al., 2008), salinidad (Huang et al.,
2013; Wang et al., 2015). La acumulacion y los niveles de Pro dependen en gran medida
del balance entre la tasa de biosintesis y su degradacién (Szabados y Savoure, 2010;
Hayat et al., 2012). Las enzimas encargadas de su biosintesis de este aminoacido
catalizan las reacciones en los cloroplastos y el citosol, mientras que la oxidacién o
degradacion de Pro es localizada en la mitocondria (Szabados y Savoure, 2010). Bajo un
estrés por salinidad, el metabolismo vegetal es afectado y desorganizado, entonces la red
metabdlica de toda la planta debe reconfigurarse para poder aclimatarse a las condiciones

de estrés predominantes (Aswani et al., 2019).

En presencia de NaCl la regulacion de los niveles de transcritos fue diferente en las dos
variedades evaluadas, en el 6rgano de la raiz (figura 3.7) la variedad Chan mostro

mayores niveles de transcritos de P5CS, P5CR (genes que codifican para enzimas
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involucradas en la sintesis de Pro) desde las 24 hasta las 72 hrs mientras que para
Ba“alche fueron mucho menores o casi indetectables los transcritos de estos dos genes,
para el caso de PDH (gen que codifica para la enzima involucrada en la degradacion de
Pro) se pudo detectar que en Chan a las 36 y 72 hrs es donde se encontraron los
mayores transcritos comparado con Ba'alche que sus niveles fueron casi idénticos desde
el tiempo cero hasta las 72 hrs. Asi mismo, en las hojas (figura 3.8) ambas variedades
presentaron similar comportamiento en ambos de genes de biosintesis y degradacion,
parece ser que los transcritos en este érgano su expresion se ve favorecida en presencia
de NaCl y comienza desde tiempos muy cortos. Estos resultados son similares a los
reportados por Rivero et al. (2014), cuando evaluaron plantulas de tomate en presencia
de 120 mM de NacCl por un tiempo de 24 hrs, mencionan que de igual manera tanto P5CS
como P5CR mostraron un aumento en los transcritos de estos dos genes mientras que

para PDH fueron casi nulos o indetectables los transcritos.

La actividad de las enzimas relacionadas con la biosintesis (P5CS y P5CR) y degradacion
(PDH) juegan un papel fundamental en la acumulacion de Pro tanto en raices como en
hojas. Rivero et al. (2014) reportan que cuando las plantas de tomate se ponen en
presencia de sal por 48 hrs la actividad de las enzimas de biosintesis es mucho mayor
que cuando estan a las cero horas, mientras que la enzima de degradacion se mantiene
en valores cercanos a cero 0 nho presenta actividad, en ese sentido en este estudio se
evaluo tanto la actividad de P5CS como la PDH, en raices (figura 3.9 A, C) la variedad
Ba alche fue la que presento la mayor actividad de P5CS a las 72 hrs de tratamiento
mientras que Chan siempre se mantuvo en actividades similares para los tres tiempos de
evaluiacion, respecto a la PDH la variedad Chan tendio a aumentar la actividad conforme
fue mayor el tiempo de exposicion a la salinidad, mientras que Ba’alche por el contrario
presento una disminucion de esta enzuima conforme fue mayor el tiempo de exposicion a
la sal. En las hojas (figura 3.9 B, D) la actividad de P5CR en la variedad Chan tuvo su
mayor incremento a las 72 hrs, este resultado presenta similar comportamiento a lo
reportado por Rivero et al. (2014), por otro lado, para la PDH la variedad Chan disminuye
la actidad de esta enzima de las 72 hrs hasta los 7 dias, comparado con Baalche que su
actividad de esta enzima siempre se mantuivo en valores cercanos a 400 (U/mg proteina),
con esto se sugiere que Chan podria estar favoreciendo su ruta de biosintesis de Pro y
con ello su acumulacion mientras que para Ba’alche se sugiere que actividad de

anabolismo es menor a su catabolismo puesto que podria estar degradando la Pro para
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utilizarla como energia para contrarestar el estrés causado por la sal.

La acumulacion de Pro como se sabe, juega un papel fundamental para la tolerancia a un
estrés abiotico como se menciono anteriormente, con base a esto en este estudio se
prosiguio a evaluar el contenido de este aminoacido tanto en periodos cortos de tiempo
(0,24, 36y 72 hrs) y 7 dias. Dicho contenido se evaluo en ambos organos (raiz y hoja), en
presencia de salinidad se obtuvé que la Pro se acumula mayoritariamente en las hojas por
casi cuatro veces mas comparado con la raiz, la variedad Chan tanto en raices como en
hojas mantuvo los niveles mas altos de aminoacido. Estos resultados concuerdan con lo
reportado por Bojérquez-Quintal et al. (2014b; 2016) ya que en presencia de salinidad por
siete dias de tratamiento el organo que presento un mayor contenido fueron las hojas y la
variedad que acumulo mayoritariamente este aminoacuido fue Rex (Mayan Chan)
mientras que Chichen-Itza (sensible) tuvo niveles muy bajos cercanos a 0 en raices y 0.5
mmoles.g? de PS, asi mismo Rivero et al. (2014), reportan que a las 48 hrs de tratamiento
con 120 mM de NaCl el osmolito que se acumula mayoritariamente es la Pro. Los autores
sugieren que el ajuste osmotico es necesario para tratar de contrarestar los efectos
causados por la salinidad y la acumulaciom de Pro se da en vacuola asi como en el
citosol, con ello incrementan el potencial de turgor de la celula. Sin embargo, Aranda et al.
(2001) observo que la salinidad reduce la expansion celular en las plantas de tomate,
entonces se puede asociar que la reduccion en el potencial osmotico e hidrico podrian
favorecerce por la acumulacion de osmolitos como es el caso de Pro y con ello

incrementar el turgor celular.
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CAPITULO IV

EFECTO DE LA ADICION DE Pro EXOGENA SOBRE EL FLUJO DE K* Y H*EN
LAS RAICES DE DOS DIFERENTES VARIEDADES DE CHILE HABANERO
SOMETIDAS A ESTRES SALINO

4.1 INTRODUCCION

La deficiencia del ion potasio (K*) es conocida como factor limitante para la produccion y
rendimiento de los cultivos de interés comercial, este es el mayor nutriente inorganico
cationico en las plantas no haléfitas (Maathuis y Amtmann, 1999; Shabala, 2003;
Pettigrew, 2008; Dreyer y Uozumi, 2011), comprende generalmente del 4% - 6% de la
planta con base a materia seca. El K* desempefia un papel importante en la respuesta de
las plantas a los mayores estreses abibticos tales como la sequia, salinidad, frio,
congelacion e inundaciéon (Cakmak, 2005; Wang et al., 2013; Shabala y Pottosin, 2014).
En términos generales, el estrés salino en plantas puede dividirse en dos fases: fase
osmotica donde ocurre una rapida respuesta ante los cambios en el potencial osmético y
la fase i6nica donde se produce la acumulacién gradual de Na*, a estos tipos de fases se
les conoce como estreses primarios (Fortmeier y Schubert, 1995; Munns et al., 2002;
Munns y Tester, 2008). Asi mismo, varios mecanismos son usados por las glicéfitas para
disminuir los efectos dafiinos de la salinidad, se incluye la exclusion o flujo de salida de la
toma de Na*, secuestracidbn o compartamentalizacion de Na* en vacuola, ajuste osmatico,
control en la carga de Na* en el xilema, transporte hacia érganos (hojas viejas) para ser
acumulado (Tester y Davenport, 2003; Colmer et al., 2005; Munns et al., 2006; Munns y
Tester, 2008; Shabala y Pottosin, 2014). En consecuencia, han surgido numerosos
intentos para realizar modificaciones o manipulaciones de uno de los mecanismos
mencionados anteriormente, tanto por la via transgénica como por ejemplo: el aumento en
la sintesis de osmolitos orgéanicos (Huang et al., 2012); sobreexpresando en el tonoplasto
los intercambiadores Na*/H* conocidos como NHX involucrados en la secuestracion de
Na* en la vacuola (Apse et al., 1999); aumentando la exclusion de Na* de las raices por la
sobreexpresion de SOS1 que se le conoce que actia como antiportador Na*/H* en la
membrana plasmatica (Shi et al., 2003; Chen et al., 2007a). La salinidad interrumpe la
homeostasis de iones, su distribucion a lo largo de todos los érganos celulares de las

plantas (Zhu, 2001; Tunuturk et al., 2011). Cuando el K* es sustituido por el Na* en
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reacciones bioquimicas, este ion causa citotoxicidad y cuando los iones de Na* y CI
interfieren con las interacciones no covalentes entre los aminoacidos, entonces las
proteinas no funcionan o pierden su conformacién, por lo tanto en condiciones de
salinidad los niveles de Na* son toxicos por lo tanto el K* es desplazado y no estan
disponibles para una serie de reacciones enzimaticas y no puede ser utilizado para el
ajuste osmotico (Zhu, 2002; Ashraf y McNeilly, 2004; Munns et al., 2006). Ademas, en el
citoplasma las concentraciones de K* pueden ser relativamente altas, sin embargo, las
concentraciones de Na* pueden ser muy bajas; indicando que la toma es mas selectiva

favoreciendo al K* sobre la toma de Na*.

Por lo tanto, es evidente que el Na* puede ser transportado hacia el interior de la célula a
través de los acarreadores de K*, aunque los mecanismos para el flujo de entrada de Na*
a través de la membrana ailn no se han identificado o establecido (Blumwald et al., 2000;
Munns y Tester, 2008). Los sistemas de transporte tanto de alta como de baja afinidad no
solo contribuyen en la toma de K* sino que también funcionan para Na*. De esta manera
puede verse desorganizada la membrana plasmatica, inducir a un flujo de salida de H* y
K* asi como un desplazamiento de K" en la toma causando una despolarizacion o
hiperporalizacién de la membrana plasmatica. Por otro lado, en estudios realizados por
Cuin y Shabala (2005) sugieren que el papel de los solutos compatibles participan de
manera importante en el ajuste osmaético ante un estrés, no solo cumpliendo funciones
regulatorias u osmoprotectantes, sino que también pudieran estar involucrados en
mantener una homeostasis del K* citosélico y de esta manera prevenir la fuga de K*
inducida por NaCl en la célula. Es sus estudios demuestran que con la adicion de bajas
concentraciones (0.5-5 mM) de Pro o betaina reducen significativamente el flujo de salida

de K* inducido por el NaCl, esto en raices de plantas de cebada.

Por otro lado, Cuin y Shabala (2007a) observaron que durante un estrés por salinidad el
contenido de aminoacidos totales se incrementa sustancialmente y sugiere que con la
adiciobn de aminoacidos libres estos pueden contribuir en la respuesta adaptativa a la
salinidad mediante una regulacion del transporte de K* a través de la membrana
plasmética, manteniendo una diferencia positiva para K* sobre la de Na*. Asi mismo, se
ha visto que la acumulacién de Pro conlleva a un costo que se observa en una inhibicion
en el crecimiento y esto es comiunmente observado en plantas sujetas a un estrés salino.
Sin embargo, un incremento en la cantidad de energia es guardada como por ejemplo el

nitrégeno. Diversas hipétesis han surgido en cuanto a la aplicacion exdégena de Pro y se
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ha visto que puede aliviar el deterioro de los efectos causados por la salinidad y esto se
ha visto en plantas de Eurya emarginata las cuales al ser tratadas con 10 mM de Pro y
200 mM de NaCl por un periodo de 35 dias se observo que en las plantas tratadas con
NaCl la Pro exdgena incremento el peso fresco, el contenido enddégeno de Pro y
concentraciones de K*, asi como un menor dafio oxidativo en la peroxidacion de lipidos en
la membrana. Por lo tanto, la aplicaciébn exdgena de Pro afecta significativamente la
tolerancia a la salinidad en plantas de Eurya emarginata, a través de diversos efectos de
proteccién en las relaciones hidricas, ibnicas, ajuste osmaético y una defensa antioxidante
(Zheng et al., 2015).

El objetivo de este capitulo fue evaluar la adiciébn de Pro exdgena sobre el flujo de iones
K* y H* en las dos variedades de chile habanero que tuvieron comportamiento
contrastante cuando se sometieron a un estrés por NaCl, se midieron los flujos i6nicos
mediante microelectrodos selectivos o técnica de MIFE ante un estrés por NaCl, esta

técnica se basa en la medicion del flujo de iones en raices.

4.2 MATERIALES Y METODOS

4.2.1 Material vegetal

Se utilizaron semillas de chile habanero (Capsicum chinense Jacg.) de las diferentes

variedades ya antes mencionadas en el capitulo Il.

4.2.2 Germinacion y condiciones de crecimiento

Para la desinfeccion, las semillas se enjuagaron con etanol al 80% (v/v) e hipoclorito de
sodio de marca comercial (Cloralex, 5% NaOCI) al 30% (v/v) como se describié en el
capitulo Il. Posteriormente, las semillas se lavaron y se embebieron por un tiempo de 48 h
a 4°C en oscuridad. Después de la estratificacion, las semillas fueron incubadas en
oscuridad en cajas Petri con papel filtro humedecido con agua estéril hasta la aparicién de
la radicula. Las semillas con emergencia de la radicula fueron transferidas en cajas Petri
con medio de crecimiento Gamborg-B5 (Sales B5, Sigma) el cual se modificé y tuvo la
mitad de su fuerza iénica (B5/2). Al medio B5/2 se le adicioné sacarosa 0.5 % (w/v) y agar

al 1 % (w/v); el pH se ajust6 a 5.8.
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4.2.3 Medicion de flujo iénico en raices por la técnica de MIFE

El flujo neto de K*y H* fue medido sobre la superficie de las raices de variedades de chile,
se midi6 de manera no invasiva mediante la técnica de MIFE (Microelectrode lon Flux
Estimation), (Newman, 2001). Para los estudios con MIFE, las plantulas fueron cultivadas
en condiciones in vitro como se menciond en el punto anterior, de manera que se usaron
las raices que presentaron una raiz primaria de entre 8-10 cm, brevemente, se tomaron
las raices y se fijaron a una camara horizontal hecha para la medicion, se agregaron 30
mL de las soluciones de bafio o medicion, para mediciones de K* (0.5 mM KCI, 0.1 mM
CaCl;, 5 mM MES, 2 mM Tris pH 6.0) y para H* (0.5 mM KCl y 0.1 mM CaCl;, sin
amortiguadores), se esperaron 30 min para su estabilizacion. En cada experimento se
utilizaron dos microelectrodos selectivos previamente calibrados, uno para K* y otro para
H*.

Seguidamente para la medicion, se aplicaron diferentes tratamientos los cuales fueron:
150 mM de NaCl, 10 mM Pro, juntos 150 mM de NaCl + 10 mM Pro y por ultimo una
incubacion de 1 hr con 10 mM Pro y 150 mM de NaCl, todos los tratamientos anteriores
se aplicaron a la camara de medicién (30 mL). Ademas, antes del experimento, los
microelectrodos fueron elaborados con un equipo especial llamado puller, seguidamente
tienen un pretratamiento en un horno y todo este proceso se llama salinizacién, esto con
el fin de conferir hidrofobicidad a los electrodos. Seguidamente los electrodos fueron
llenados con una solucion Backfilling, la cual contenia 0.5 mM KCI para K* y 0.15 mM
NaCl + 0.04 mM de KH,PO4 para H*, seguidamente la punta del electrodo fue cargada
con una resina ion selectiva (intercambiador i6n-liquido, LIX; Fluka, Sigma-Aldrich)

especifica para cada ion de interés.

Finalmente, los electrodos fueron montados en el holder que este a su vez esta acoplado
a un micromanipulador y estos fueron posicionados perpendicularmente al axis de la raiz
primaria a una distancia de 20-40 uM de la zona madura, a 1-2 cm del apice de la raiz.
Las mediciones se iniciaron con un movimiento oscilatorio de los electrodos en pasos de
50 uM hacia atras y hacia adelante por un tiempo de 8 seg para completar un tiempo total
de medicioén de 40 min. El equipo se manipulo a través de un software llamado CHART,
este programa registra las diferencias de potenciales entre los dos puntos de medicién (50
y 100 uM) y este los convirti6 en diferencias de potencial electroquimico, utilizando la

pendiente de Nernst. Los flujos de iones se midieron en tiempos de 40 min después de la
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aplicacion del NaCl, Pro o juntos (Bojorquez-Quintal et al., 2014b; Wu et al., 2015a;
2015b). Estos experimentos se realizaron en el laboratorio de MIFE del departamento de
Genomica Alimentaria a cargo del Dr. Isaac Zepeda Jazo de La Universidad de la
Ciénega del Estado de Michoacan de Ocampo.

4.2.4 Andlisis estadistico

Los datos se evaluaron mediante un andlisis de varianza de una via (Sigma plot, version
12). Las medias de tratamientos se compararon con la prueba de rango mudltiple de
Tukey.

4.3 RESULTADOS

4.3.1 Efecto del NaCl sobre el flujo de iones de K* en raices de chile

habanero

En este estudio se empled la técnica MIFE para evaluar el flujo de K* y H* en las raices de
dos variedades de chile habanero que difieren en tolerancia y sensibilidad a la salinidad.
El objetivo de este experimento fue determinar que variedad es capaz de retener K* y de
igual manera conocer si con la aplicacion de Pro exdégena, este aminoacido podria estar
involucrado en la retencién del ion K*, posiblemente ayudando en el ajuste osmdtico.
Anteriormente, se ha considerado que la retencion de K* en la raiz se podria considerar
como criterio de seleccién entre variedades de cebada tolerantes y sensibles a sal (Chen
et al., 2005). Para verificar este criterio, se midi6 el flujo neto de K* en raices de ambas
variedades de chile utilizando MIFE. En la figura 4.1 se presentan los resultados respecto

a los flujos netos de K* esto bajo diferentes escenarios y tratamientos.

En el panel A) se puede observar que la aplicacion de NaCl indujo el flujo de salida de K*
de las células epidérmicas en la region madura de la raiz de las variedades de chile. Sin
embargo, se puede observar que la variedad Ba alche muestra flujo de salida de K* y que
en esta variedad el potencial electroquimico regresa mas rapido comparada con Chan,
gue presento un flujo de salida mucho mayor y que durante los 40 min de evaluacion esta
variedad tiende a estabilizar su membrana, ambas variedades alcanzaron flujos

aproximados a -300 mmol m? sty ambas variedades tienden a estabilizarse alcanzando
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valores cercanos a 0. El panel B) corresponde a un experimento donde solo se ponen las
raices en presencia de 10 mM de Pro, sin embargo, se puede observar un desbalance en
los potenciales ya que al momento exponer las raices a 10 mM de Pro en ambas
variedades se observan entradas y salidas de K*. Y el C) Consiste a un tratamiento en
donde al mismo tiempo en la camara de medicion se aplican de manera conjunta 10 mM
de Pro y 150 mM de NaCl, se puede apreciar que en la variedad sensible (Ba alche) el
flujo de salida de K* es mucho menor comparado con las mediciones del panel A,
teniendo un flujo neto aproximado de 150 mmol m2 s, Chan mostro un flujo casi idéntico
gue en el panel A de -300 mmol m? s. D) corresponde a un tratamiento en el cual las
raices se incubaron en un pre-tratamiento con 10 mM de Pro por 1 hr, sin embargo, en los
resultados se obtuvo que el pretratamiento con este aminoacido no disminuyo el flujo de
salida de K* ya que ambas variedades presentan flujos de salida similares a los
presentados en el inciso A, con esto se puede deducir que la incubacién de raices con

Pro no disminuye el flujo de salida de K* causado por la presencia de NacCl.

150 mM NaCl
100 4 A 100 - B
- 04 10 mM Pro
]
o 50 1
E
S 1
£ -100
E
+ o -
x
8 200 4
]
c
o
= -50
S
T -300 4
-400 4 ] ] ' ' -100 + ] [] [] ]
(10 mM Pro + 150 mM NacCl) 150 mM NaCl
100 - l 100 1
~ o4¢g 2 e 01¢
)
o g -100 1
E 100 9
] -200 1
£
&
200 4 -300 1
*
$ -400
2 300 ¢
o
E‘ -500 1
& 400 4
-600 1
-500 -+ ] (] ] ' -700 A . . . .
o 10 20 30 40 1} 10 20 30 40
Tiempo (min) Tiempo (min)
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150 mM de NacCl. B) tratamiento con 10 mM de Pro. C) tratamiento con la
incubacion de ambos compuestos (10 mM de Pro y 150 mM de NaCl). D)
incubacion de 1hr con 10 mM de Pro y posteriormente un tratamiento con 150
mM de NaCl.

4.3.2 Efecto del NaCl sobre el flujo de iones de H* en raices de chile

habanero

Se sabe que la H*-ATPasas juegan un papel fundamental en la membrana plasmética,
generan un gradiente electroquimico para el mantenimiento del potencial de membrana,
por lo tanto, esta involucrada en la regulacion del transporte de iones hacia o desde el
citosol al medio externo. Se ha reportado que cuando las plantas estan bajo un estrés por
salinidad son inducidas para tener un flujo de salida de H*, esto se ha visto en H. vulgare,
T. aestivum, A. thaliana y la halofita C. quinoa (Chen et al., 2007b; Cuin et al., 2008;
Hariadi et al., 2011; Bose et al. 2013, 2014). Por tal motivo, el siguiente experimento tiene
como objetivo, conocer si Ba'alche tiene un flujo de salida de H* elevado, comparada con
Chan y por ultimo conocer si la aplicacién de Pro podria conferir una disminucién de este

flujo inducido por NaCl. Los resultados se presentan en la figura 4.2.

En el panel A) corresponde a un tratamiento con 150 mM de NaCl, Chan presento un flujo
de entrada desde el minuto 10 hasta el 15 aproximadamente, por otro lado, Ba alche
desde le minuto 10 hasta el 20 aproximadamente presento un flujo de salida

seguidamente de una entrada de H* en este periodo de tiempo.

En el panel B) se presentan resultados que corresponden a un tratamiento con 10 mM de
Pro, se observa que este aminoacido no presenta una influencia sobre el flujo neto de H*

en ambas variedades durante todo el tiempo de tratamiento.

C) corresponde a un tratamiento donde las raices de ambas variedades se les aplico
conjuntamente Pro y NaCl, los resultados obtenidos claramente se puede observar que
Chan a partir de los 10 min tiene un flujo de salida rapido que alcanza los -20 mmol m?2 s*
y que aproximadamente entre los 12 minutos de igual manera las raices de esta variedad
presentan un flujo de entrada que alcanza valores de entre 5y 7.5 mmol m2 s, a partir
del minuto 15 el potencial regresa a una estabilizacion, por otro lado Ba'alche presento

flujos casi nulos, ya que sus valores en el flujo casi siempre se mantuvieron cerca de 0
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mmol m2 s,

Por ultimo en D) se presentan los resultados cuando a las raices se les incubo con 10 mM
de Pro por un tiempo de 1 hr, como resultado se puede apreciar que en la variedad Chan,
cuando se le aplican 150 mM de NaCl las raices presentan un flujo de salida de entre 2 y
4 mmol m? sy esto pasa entre el minuto 10 y 15 ya que después de este tiempo los
valores en potenciales tendieron a 0 (estabilizacion); por otro lado Ba alche presento un
comportamiento muy anormal ya que cuando a las raices se les aplico 150 mM de NaCl
en el minuto 10, las raices presentaron una distorsion en flujo de entrada y salida, y se
aprecia que nuca se estabilizan los potenciales, se puede sugerir que la Pro en este caso
podria actuar como una molécula perjudicial para la actividad de la ATPasa o tener un
efecto sobre el electrodo.
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4.4 DISCUSION

El potasio (K*) es un nutriente que se considera esencial durante todo el ciclo vegetativo
de las plantas. Se considera de importancia puesto que la regulacion de la homeostasis
del K* tiene un papel central en la tolerancia a estrés abidtico y bidtico en plantas
(Anschiitz et al., 2014, Shabala y Potossin, 2014; Demidchik, 2014). El flujo de salida de
K* de la raiz es una reaccion fisioldgica que ocurre de manera comdn y se da bajo un
amplio rango de condiciones y ambientes estresantes (Demidchik, 2014). Por otro lado, se
ha demostrado que la retenciébn de K* en raices podria estar involucrada en conferir
tolerancia a la salinidad en cebada, trigo, alfalfa y 4lamo (Chen et al., 2007b,c; Cuin et al.,
2008; Smethurst et al., 2008; Sun et al., 2009). Para este estudio, el tratamiento con 150
mM (figura 4.1A) de NaCl disminuyo de manera significativa el contenido de K* en las
raices de ambas variedades evaluadas (Chan y Ba'alche), dando como resultado un
mayor flujo de salida de K* para Chan que para Ba'alche, estos resultados fueron
similares a lo reportado por Bojorquez-Quintal et al. (2014b), donde en un tratamiento con
150 mM de NaCl causo un flujo de salida de K* mucho mayor en la variedad sensible
Chichen-Itza y no asi en la variedad tolerante Rex (Mayan Chan), por lo que se sugiere
gue en chile habanero podria ser considerado que la retenciéon de K* en las raices podria
considerarse como un mecanismo de tolerancia implicado ante un estrés por sal. Sin
embargo, para nuestros resultados se sugiere que no en todas las plantas la retencion de

K* en la raiz es un indicativo de tolerancia a la salinidad.

Otra posible hipétesis que se tuvo, fue que al aplicar Pro de manera exégena
posiblemente la retencion de K* pudiera darse en la variedad sensible. La aplicacion de
Pro exdgena (figura 4.1B, C, D) no tuvo ninguin efecto en el flujo de K* cuando se aplica
solo dicho aminoacido. Por otro lado, la aplicacién de Pro posiblemente favorece a la
variedad Ba’alche ya que al aplicar de manera conjunta 10 mM de Pro y 150 mM de NaCl
el flujo de salida de K* es mucho menor en esta variedad a comparacion que cuando se
aplica solo el tratamiento con sal (figura 4.1A), por ultimo al incubar las raices de ambas
variedades en presencia de 10 mM de Pro por 1 hr y posteriormente al aplicar NaCl, el
resultado fue similar a lo encontrado cuando se aplica solo sal. Estos resultados fueron
similares a los reportados por Bojérquez-Quintal et al. (2016), ya que ellos concluyen que
cuando evaluaron dos variedades de chile habanero (Rex y Chichen-1tza) en presencia de
salinidad y aplicacion de Pro exdégena [1 mM], la variedad sensible fue la que se favorecié

en un menor flujo de salida de K* a comparacion que cuando se le aplico NaCl [150 mM],
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mientras que en la variedad tolerante (Rex) la Pro tuvo un efecto contrario, induciendo a
un mayor flujo de salida de K* cuando se le aplico Pro. Los autores sugieren que Pro
pudiera tener un posible papel en la reduccion de la salida de K* bajo un estrés por sal.
Mencionan que en la actualidad se desconoce el mecanismo especifico a través del cual
los solutos compatibles podrian regular la actividad de transporte de las proteinas, como
por ejemplo los canales de tipo KOR y la reduccion de la fuga de K*; sin embargo,
Shabala y Shabala (2011), sugieren que las bajas concentraciones de solutos compatibles
(0.1 a 1 mM) podrian actuar como posibles osmoprotectores de membranas y proteinas
involucradas en el transporte o como depurador de EROs, con ello evitando el
desequilibrio ibnico bajo un estrés salino. Los autores concluyen que se necesitan realizar

estudios en mutantes que carezcan en biosintesis de Pro.

Las H*-ATPasas se sabe que generan el gradiente electroquimico para el mantenimiento
del potencial de membrana asi como el transporte de iones hacia o desde el citosol al
medio externo. Se ha visto que bajo un estrés salino, el NaCl induce el flujo de salida de
H* en raices de cereales como H. vulgare y T. aestivum, en halofitas como C. quinoa y de
igual manera en la planta modelo A. thaliana (Chen et al., 2007b; Cuin et al., 2008; Hariadi
et al., 2011; Bose et al., 2013, 2014). En este estudio, la aplicacion de NaCl indujo ligeros
cambios en el flujo de H* (figura 4.2), la variedad Chan mostré una entrada de este ion
mientras que la variedad Ba“alche sufrié una pequefia salida de este H*, estos datos son
inciertos puesto que se cuenta con un antecedente (Bojorquez-Quintal et al., 2014b) en
donde en ambas variedades evaluadas, el NaCl indujo rapidamente un flujo de salida de
H* al igual que la aplicacion de inhibidores de la H*-ATPasa tipo P se abate, los autores
sugieren la posible participacion de esta proteina de transporte bajo un estrés por sal.

Por ultimo, parece ser que la aplicacion de Pro de manera exdgena a una concentracion
de 10 mM no muestra un efecto claro sobre el flujo de H*, ya que bajo diferentes
escenarios de pruebas los comportamientos de las raices mostraron diferencias y no son
muy claros por lo que se sugiere realizar mas pruebas con diferentes concentraciones de

Pro.
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CAPITULO V

ANALISIS REFLEXIVO SOBRE EL PAPEL DE LA PROLINA EN DIFERENTES
TIPOS DE ESTRES ABIOTICOS: SALINIDAD Y SEQUIA

5.1 INTRODUCCION

La salinidad y la sequia son dos de los estreses abidticos mayoritarios que afectan el
crecimiento, desarrollo y rendimiento de los cultivos a nivel mundial. En la mayoria de las
regiones en el mundo son fuertemente afectadas por la salinidad dado a que se presenta
baja tasa pluvial, alta evapotranspiracion y suelos con altas concentraciones de sales, que
pueden dar como resultado una baja disponibilidad de agua para las plantas (Niu et al.,
2010b). Con la poca disponibilidad de agua, la sequia en las diferentes regiones puede
presentar sequia prolongada, cerca del 75 % del total de tierras cultivables son irrigadas
con agua salina en donde la conductividad eléctrica esta por encima de 3 dS/m (Lansford
et al., 1990; WRRI, 1997). La continua aplicacién de agua rica en sales puede favorecer la
acumulacién de estas mismas sales en la superficie del suelo. Consecuentemente las
plantas podrian a estar sujetas a padecer un desbalance osmético y nutricional lo que
conllevaria a tener un impacto directo sobre el crecimiento y rendimiento de las especies
cultivables en el mundo (Ashraf y Wu, 1994; Singh et al., 2014).

Ademas, la sequia o déficit hidrico afecta de manera critica la fisiologia de la pantas y
tener un resultado negativo en el desarrollo de las mismas, una continua baja
disponibilidad de agua, distribucién irregular del suelo, asi como poca precipitacion dan
como resultado una alta evapotranspiraciéon (Mishra y Cherkauer, 2010). El crecimiento
vegetal y desarrollo es afectado debido a una substancial reduccion en la tasa de
crecimiento del cultivo y la cantidad de biomasa producida por la planta, ademéas de una
severa afectacién en todos los procesos fisiolégicos, bioquimicos y moleculares de la
planta. Consecuentemente una afectacion por déficit hidrico reduce la tasa de
crecimiento, divisibn y expansién celular, tamafio de la hoja, elongacion del tallo,
proliferacion de la raiz, alteracion de la conductancia estomética, relaciones hidricas, toma
de nutrientes y por Gltimo y no menos importante la eficiencia en el uso del agua (Li et al.,
2009).

Los efectos de la salinidad son los resultados de una compleja interaccién por varios
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factores en donde sus principales afectaciones son tanto en la fisiologia, asi como
procesos bioquimicos, procesos que incluyen la germinacion, crecimiento vegetal, toma o
absorcion de agua y nutrientes (Akbarimoghaddam et al., 2011). La primera respuesta de
las plantas a la salinidad es la reduccion en el crecimiento debido al efecto osmético de
las sales, por otro lado, esta la parte i6nica que la salinidad ocasiona en donde se da una
desorganizaciéon en la toma de iones y en consecuencia, se ve afectada la toma de
nutrientes esenciales que juegan un fundamental en el metabolismo vegetal como por
ejemplo el K*, NOs y otros iones de importancia (Munns y Tester, 2008; Abbas et al.,
2013). Asi mismo, las plantas disminuyen la toma de agua bajo estas condiciones
reduciendo con ello la tasa de crecimiento y por consiguiente ocurren cambios
metabdlicos similares a los que induce un estrés por déficit hidrico o sequia (Abbasdokht,
2011).

Muchas plantas se han adaptado y han desarrollado mecanismos para sobrellevar o
tolerar estos dos tipos de estrés; uno de estos mecanismos involucra el ajuste osmotico
para la homeostasis celular bajo condiciones de salinidad y sequia (Chen y Jiang, 2009).
Las plantas que se someten a un ajuste osmotico son capaces de excluir iones toxicos
como Na* y Cl que causan la toxicidad i6nica y a su vez las plantas son capaces de
acumular mas K* y Ca?" los cuales proporcionan sobrellevar el estrés salino (Sahu et al.,
2010). Ademas, en el ajuste osma@tico existen compuestos de bajo peso molecular que
juegan un papel fundamental en el componente osmético de la célula, estos son
conocidos como osmoreguladores, solutos compatibles u osmolitos en donde su principal
funcion es reducir los efectos negativos que causan la sequia y el componente osmotico
de la salinidad, estos compuestos son considerados como un importante mecanismo de
tolerancia, que le permiten a la célula mantener su turgor, favorecer la absorcién de agua
asi como impedir su salida (Chaves et al., 2003). Es bien sabido que la biosintesis de
estos compuestos, asi como su acumulacion se dan principalmente en vacuola y citosol,
tales como iones inorgénicos, azucares solubles, glicina betaina y Pro que parecen
contribuir en gran medida la estabilidad de la membrana (Javadi et al., 2008). La
acumulacién de estos compuestos a sido estudiado de manera amplia como respuesta a
la sequia (Farooq et al., 2009; Marcinska et al., 2013) y salinidad (Shamshiri y Fattahi,
2014). Por tal motivo para este capitulo se tuvo como objetivo realizar un andlisis del
papel que juega la Pro como compuesto multifuncional en el componente osmético ante

un estrés por salinidad y sequia en el género Capsicum.
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5.2 ANALISIS SOBRE EL PAPEL DE LA PRO EN LA SALINIDAD Y SEQUIA

Pro tiene una gran importancia en diversos procesos, crecimiento vegetal, desarrollo y
estrés. Pro es considerado como un soluto compatible ideal porque es altamente soluble
en agua (1.54 kg/L de agua) (Huang et al., 2008). Existen varias especies de plantas que
sintetizan la prolina de manera natural y sin condiciones estresantes. Sin embargo, la
mayoria de los estudios han sido bajo condiciones de estrés y su acumulaciéon. Bajo
condiciones no estresantes, Pro sirve como precursor de la biosintesis de enzimas y
proteinas (Nanjo et al., 1999) y como fuente de energia para el crecimiento vegetal
durante la formacién de semillas y 6rganos reproductivos (Mattioli et al., 2009). Pro por
tener rigidez conformacional forma parte al igual que es un componente fundamental de
las estructuras proteicas (Lehmann et al., 2010; Funck et al., 2012). Adicionalmente, Pro
tiene la funciébn como fuente o posa de almacenamiento para las demandas celulares de

carbono y nitrégeno (Kavi-Kishor et al., 2005).

Por otro lado, Pro en periodos de estrés (sequia y salinidad) se ha visto que su
acumulacién correlaciona con fuertemente y este parametro es utilizado como marcador
de estrés. Pro tiene como principal funciébn actuar como molécula osmoprotectante u
osmolito, alivia el deterioro causado por los efectos oxidativos y osméticos que son
inducidos por el estrés. Durante un estrés salino y de sequia, la acumulacién de Pro se
incrementa en el citosol y con ello se involucra fuertemente en el ajuste osmético, regula
el potencial redox celular (Heuer, 2003), confiere estabilidad a las membranas y proteinas
(Suprasanna et al., 2014), y por ultimo tiene la funcion de depurar los radicales libres que
se producen por el estrés oxidativo (Matysik et al., 2002; Kavi-Kishor y Sreenivasulu,
2014).

Dentro de los resultados obtenidos en este estudio al cuantificar el contenido de Pro en
presencia de sal (150 mM de NaCl) en diferentes tiempos de tratamiento (capitulo IIl), se
puntualizar que la acumulacion de Pro podria estar fuertemente relacionada con la

presencia de estrés salino y su mayor acumulacion se alcanza en las hojas con cerca de
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Figura 6.1 Contenido de Pro en raices (A) y hojas (B) de las plantas testigo y
plantas sometidas a una concentracién de 150 mM de NaCl de las variedades

Chan y Ba'alche.

20 umol.g* PF en la variedad tolerante (Chan), en raices en presencia de sal a partir de
las 24 h la planta ya comienza la acumulacién de dicho aminoacido, si esto lo analizamos
con resultados previos en el laboratorio (Aguilar-Caamal, 2014) con un estrés hidrico
(sequia), la Pro se empieza acumular a partir de los 14 dias en ausencia de riego, cabe
mencionar que para ambos tipos de estrés (salinidad y sequia) de igual manera la
acumulacién depende mucho de la especie de chile, ya que estd documentado que cada
especie responde de manera diferente a algun estrés en particular. Esta bien
documentado que la concentracion de Pro en raices y hojas se incrementa con un estrés
osmotico que es producido por ambos tipos de estrés mencionados con anterioridad, el

incremento de prolina se da mayormente en hojas que en raices (Panahi, 2009), esto
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concuerda con ambas figuras para este analisis.

Los resultados obtenidos en el capitulo 1ll, muestran que la variedad Chan (tolerante)
logro una acumulacion de prolina mayor que la variedad Ba“alche a partir de las 36 hrs de
tratamiento con sal en ambos 6rganos (raiz y hoja), analizando el érgano de la raiz en
salinidad, la variedad Chan mantiene sus niveles de Pro desde el tiempo cero hasta las 36
hrs, mientras que la variedad Ba alche solo en el tiempo cero y 24 hrs tiene los mismo
niveles que Chan, dado que a las 36 hrs tuvo un aumento cerca de 1 pmol.g? PF y de

este tiempo hasta los siete dias siempre presento un aumento de este aminoacido.
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Figura 6.2 Concentraciones de prolina en hojas de C. chinense (variedades
Génesis y Rex) y C. annuum (variedad Padrén) en etapa de estrés. Plantas
sometidas a diferentes regimenes de riego (barras grises), cada 7 dias (R7, -
0.102 MPa), cada 10 dias (R10, -0.857 MPa), cada 14 dias (R14, -2.04 MPa),
cada 18 dias (R18, -5.829 MPa) y cada 21 dias (R21, -10.273 MPa). Los
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testigos son plantas regadas diariamente a capacidad de campo (barras negras)
(1 litro de agua, -0.00 MPa). Medias con las mismas literal son estadisticamente
iguales (Tukey P< 0.05). Donde A= Génesis, B= Rex, C= Padron.

Asi mismo, en el 6rgano de la hoja en presencia de salinidad, como se mencioné
anteriormente, en este o6rgano se detectdé la mayor acumulacién y fue en la variedad
tolerante presentando cerca de 80 umol. g! PF. Analizando el comportamiento en los
niveles de este aminoacido, este érgano logro acumular Pro desde las 24 hrs presentando
cerca de 8 umol.g? PF para la variedad sensible mientras que Chan se mantuvo
aproximadamente en 2 umol.g™* PF, a partir de las 36 hrs la variedad Chan aumenta sus
niveles de Pro hasta los 7 dias, mientras que Ba alche disminuye en este tiempo (36 hrs)
a niveles similares a Chan a las 24 hrs. Basado en resultados previos, la Pro se puede
considerar como un marcador de estrés salino ya que se ha visto que con el incremento
en los niveles osmaticos de -1 y -2 MPa se alcanz6é una maxima acumulacion de Pro en

pistacho (Pistacia vera) (Shamshiri y Fattahi, 2014).

Pro es considerado como un importante soluto organico que juega un papel fundamental
como deposito de energia para la regular el potencial redox (Hong-Boa et al, 2006),
depurador de radicales hidroxilos, osmoticom citosolico (Kishore et al., 2005) y también se
sabe que forma parte de proteinas que componen la pared celular. De esta manera se
puede sugerir que un genotipo con mayor contenido de Pro podria ser mas resistente

para una condicion de estrés.

Si analizamos el comportamiento de Pro en hojas de plantas que fueron sometidas a un
estrés por sequia (figura 6.2), en primera estancia podemos notar que su acumulacion en
este tipo de estrés es aproximadamente diez veces con respecto a lo cuantificado en
salinidad, alcanzo valores cercanos a los 400 umol.g™* PS, lo que nos queda claro es que
este aminoacido se acumula mayormente en este érgano para proteger la parte aérea del
dafio causado por este estrés, principalmente al aparato fotosintético y la perdida de
agua, lo que también se pudo observar en presencia de salinidad. Asi mismo, los tres
genotipos de chile: Padron (C. annuum), Génesis y Rex (C. chinense) presentan un
comportamiento similar y su acumulacién de Pro se da a partir de dia 14 hasta los 21 dias
de estrés por sequia, lo que sugiere su importante participacion en este 6érgano,

principalmente la proteccién de la deshidratacion y muerte.
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En resumen, se puede concluir que la prolina en estos dos tipos de estrés tiene un papel
fundamental sobre todo en el ajuste osmético, proteccion principalmente en la parte aérea
y posiblemente podria tener un papel fundamental como donador de energia cuando
ocurre su catabolismo. Esto dado que Pro es conocido como un aminoacido multifuncional
gue participa y actia en un amplio rango de eventos tanto en estrés y sin el (Szabados y
Savoure, 2010) y como se ha mencionado con anterioridad, representa un marcador
bioguimico potencial para la tolerancia a la salinidad en plantas (Ashraf y Harris, 2004). La
variedad Rex (Mayan Chan) ha mostrado ser una variedad tolerante para ambos tipos de
estrés y podria ser objeto de estudio para otro tipo de pruebas que demuestren el porqué
de su tolerancia tanto en sequia como en salinidad. Las hojas son el mayor sitio de
sintesis de Pro (6rgano fuente) y algunos estudios sugieren que la acumulacion en este
6rgano se da para mantener la clorofila y el turgor celular, asi como para proteger la
actividad fotosintética bajo condiciones de estrés por salinidad y sequia (Yildiztugay et al.,
2011; Huang et al., 2013).
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DISCUSION GENERAL

Como sabemos, la gran mayoria de las plantas que son cultivadas y que sirven como
alimento para cubrir toda la demanda mundial se componen en gran medida de glicofitas,
las cuales se ha observado que son sensibles a altas concentracion de sales en la
solucion del suelo, de todas las sales que estan presentes en el suelo, se ha observado
gue el compuesto mas dafino para las plantas es el NaCl, este se conoce que es
perjudicial para las plantas, dado que afecta su crecimiento, rendimiento y la calidad de
los frutos. Sin embargo, los chiles (Capsicum ssp) al ser uno de los principales cultivos a
nivel mundial con gran derrama econdémica, no estan exentos a padecer los efectos de un
suelo salino a lo largo de todo su ciclo vegetativo, esto podria deberse a que el suelo, por
su desgaste, torna disponibles algunas sales por o también con el riego con altos
contenidos de sales (Bojorquez-Quintal et al., 2012). A pesar de la toxicidad de la
salinidad que se presenta dentro de las especies que componen el género Capsicum y de
manera general en la familia de las Solanaceas, se ha observado que existen variedades
que difieren en la tolerancia y sensibilidad a estrés por NacCl, incluso se han observado

diferencias dentro de la misma especie (Aktas et al., 2006).

En el presente trabajo se tuvo como primer objetivo, caracterizar cuatro variedades de C.
chinense (Mayan Chan, Mayan Kisin, Mayan Ba’alche) y por ultimo la variedad comercial
(Génesis). Con base a la medicién de diferentes parametros se tuvo como resultado dos
variedades que presentaron lados opuestos respecto a la sensibilidad al NaCl las cuales
fueron: Mayan Chan y Mayan Ba’alche, al determinar el porcentaje de recuperacion se
obtuvo que la variedad Chan mostro un 100 % de recuperacién y por otro lado Ba’alche
que mostro un 58 %, cabe mencionar que pudimos deducir que las variedades rojas
podrian ser consideradas como variedades tolerantes a una concentracion de 150 mM de
NaCl a comparacion de las variedades naranjas que se ha observado que son mas
sensibles como es el caso de Ba’alche. Estos resultados son comparables y similares a lo
reportado por Bojorquez-Quintal, (2014b) dado que también obtuvo que la variedad Rex
(Mayan Chan) mostro ser mas tolerante que la variedad comercial Chichen-Itza (variedad
naranja) a una concentracion de 150 mM de NaCl. De igual manera nuestros resultados
son comparables con lo reportado por Bojorquez-Quintal et al., (2016), cuyos estudios

confirman que la variedad Chan podria ser considerada como tolerante puesto que en
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condiciones In vitro se pudo observar que esta variedad mantiene su crecimiento en la
raiz principal a una concentracién de 150 mM por un tiempo de ocho dias, mientras que
Chichen-ltza y una variedad naranja, disminuyen su crecimiento en la raiz principal.
Entonces se puede sugerir que la concentracion de NaCl de 150 mM podria ser
considerada como una concentracion toxica para la mayoria de las especias dentro del
género Capsicum, sin embargo, la afectacién a esta dosis también depende del genotipo,
especie y condicidn de crecimiento (Aktas et al., 2006). Dados todos los resultados que se
encontraron en el primer objetivo de este trabajo, asi como los reportes, sugieren que la
variedad Chan tiene mecanismos que ha desarrollado a lo largo de su evolucién para
poder tolerar o evitar el efecto toxico que causas el NaCl. Cabe mencionar que parte de
todas las determinaciones que se realizaron en el primer objetivo que pudo determinar

que tanto Chan como Ba’alche fueron utilizadas para los estudios siguientes.

La acumulacién de Pro es considerada como una de las respuestas mas comunes e
importantes para muchas especies de plantas cuando son sometidas a diversos factores
estresantes como son la salinidad, sequia, calor, etc. De hecho, muchos autores
mencionan que la Pro es una molécula que cumple diversas funciones para favorecer la
tolerancia o crecimiento de las plantas (Szabados y Savoure, 2010), aunque otros autores
consideran a este aminoacido como marcador bioquimico para la tolerancia a la salinidad
(Ashraf y Harris, 2004). Por tal motivo, como parte del segundo objetivo de este trabajo se
planteé evaluar el metabolismo de Pro (transcritos, enzimas y Pro); respecto a los niveles
de transcritos en raiz (figura 3.4), a manera de resumen Chan mostré niveles mayores de
transcritos en los genes que codifican para las enzimas involucradas en la biosintesis
(P5CS y P5CR) de Pro esto comparado con Ba’alche, asi mismo, el gen de la PDH solo
se detectaron a partir de las 24 hasta las 72 hrs de tratamiento en Chan sin embargo para
Ba’alche los niveles de transcritos apenas se detectaron en todos los tiempos evaluados.
Estos resultados son similares a los encontrados por Celik y Atak, (2012) cuando
evaluaron al gen de P5CS en dos variedades de soya contrastantes en la tolerancia a la
salinidad, reportan que la variedad Ustun-1 (tolerante) mostro mayores niveles de
transcritos a una concentracion de 150 mM de NaCl a los siete dias de evaluacion. Otros
estudios realizados en tomate (S. lycopersicum cv. Optima) bajo condiciones de

hidroponia.

Se evaluo el efecto de la salinidad sobre una serie de osmolitos que posiblemente estan

involucrados en la tolerancia a diferentes tipos de estrés (salinidad, calor y una
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combinacion de estos), reportan que al evaluar los transcritos de genes que codifican para
las enzimas involucradas en el metabolismo de Pro, las plantas de tomate bajo
condiciones de sal, se encontrd que existié una regulacion positiva tanto de P5CS y P5CS
en las hojas, cuando las plantas se sometieron por 48 hrs a un estrés por sal, por el
contrario en tomate se encontr6 que PDH se mantuvo apagada o en niveles casi
indetectables (Rivero et al., 2014) a comparacion de nuestros resultados donde la PDH de
Chan tiene sus mayores niveles de transcritos a las 36 y 72 hrs tanto en raices como en
hojas. Estudios realizados por Saadia et al. (2012) en plantulas de canola (B. napus) bajo
condiciones de salinidad, evaluaron los genes que codifican para las enzimas del
metabolismo de Pro en dos variedades, la Dunkled (tolerante) y Cyclone (sensible) y
encontraron que ambas variedades mostraron un incremento en la expresion de P5CS1 a
partir de las 6 hasta las 24 hrs en presencia de NaCl en la linea tolerante se aumenté la
expresion en las raices, mientras que en la sensible existi6 un maximo de expresion de
los brotes; asi mismo, reportan que la PDH hubo una disminucién en ambos érganos y
ambas lineas de B. napus. Ademas, se observd una marcada reduccién de la expresiéon

de este gen en brotes mas que en raices.

Se conoce que la acumulacion de Pro se produce como resultado a partir de diferentes
escenarios: (a) disminucién en la degradacién de Pro, (b) incremento en la biosintesis, (c)
una baja utilizacion, y (d) degradacion de proteinas (Delauney y Verma, 1993). En plantas
superiores, Pro es sintetizada a partir de dos vias, una por Glu y Orn. Bajo muchas
condiciones de estrés, especificamente con salinidad y sequia, a acumulacioén de Pro esta
correlacionada con una actividad de P5CS y P5CR, que también se sugiere que pueden
ser sitios muy importantes de regulacion limitante para la biosintesis del aminoacido; por
otro lado, la acumulacion de Pro también depende en gran manera de su degradacion,
que como se ha mencionado en repetidas ocasiones, la reaccién es catalizada por la PDH
y al igual que las dos primeras enzimas, PDH es un fuerte blanco para la regulacion y
acumulacién de Pro (Wang et al., 2011). Por tal motivo como parte del objetivo dos, lo
siguiente que se evalud fueron las actividades enziméticas de P5CS y PDH tanto en
raices como en hojas en tres diferentes tiempos (cero, 72 hrs y siete dias), como
menciono anteriormente P5CS en las raices de la variedad Chan mantiene una actividad
en el tiempo cero y siete dias, sin embargo, a las 72 hrs claramente se ve un aumento al
igual que la variedad Ba’alche que mostro su maxima actividad en ese tiempo de

evaluacion. Nuestros resultados son similares a los encontrados por Huang et al. (2013)
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cuando evaluaron el efecto del estrés por sal en plantas de Helianthus tuberosus,
encontraron una mayor actividad de P5CS a las 72 hrs en presencia de 100 mM de NacCl.
Por otro lado, se sabe que en las hojas se lleva la mayor parte de la biosintesis de este
aminodcido y de ese 6rgano puede ser traslocado a cualquier parte de la planta. Nuestros
resultados de igual manera sugieren que a las 72 hrs de tratamiento con NaCl en la
variedad Chan presentd la mayor actividad de P5CS en comparacion de Ba’alche que
mantiene su actividad tanto a 72 hrs como a los siete dias. Los resultados coinciden con
lo reportado por Huang et al. (2013) de nueva cuenta, reportan que a las 72 hrs se
encontrd la mayor actividad de esta enzima en las hojas a una concentracién de 100 mM
de NaCl. En su trabajo ellos concluyen que la acumulacion inducida por salinidad en las
plantulas de H. tuberosus se da mayormente en las hojas, esto se da como un posible
mecanismo para proteccion de vias metabdlicas importantes, aunque de igual manera se
da como un mecanismo de adaptacion para prevenir los posibles dafios al aparato

fotosintético y en general a las hojas.

Por lo tanto, a partir de un estrés por sal, la activacion de la sintesis de Pro es dada por
P5CS con el objetivo de jugar un papel importante de osmo-proteccion. Sin embargo,
concluyen que es importante realizar un extensivo estudio para investigar los cinco genes
involucrados en la via de Pro asi como su regulacion ante un estrés por NaCl para
conocer su posible funcién. De manera similar a reportes previos hechos en plantulas de
S. amara (Wang et al., 2011) coinciden con nuestros resultados, donde a una
concentracion de 100 mM de NaCl tanto en raices como en hojas, la maxima actividad de
P5CS fue encontrada a las 72 hrs de tratamiento, pero al igual que nuestros resultados, la
maxima actividad fue en hojas en comparacién con las raices, ellos sugieren que tanto la
via de Glu y Orn fueron activadas por NaCl en respuesta a un tiempo y concentracion

determinada, pero que la mayor acumulacion de Pro viene de la via de Glu.

Por otro lado, al evaluar la PDH, nuestros resultados muestran que en las raices la
variedad Chan mantiene su actividad en los tres tiempos de evaluacién mientras que la
Ba’alche a partir de las 72 hrs disminuye su actividad hasta los siete dias, esto coincide
con Wang et al. (2011). Donde observan que a partir de las seis hasta las 72 hrs la
actividad de esta enzima disminuye conforme pasa el tiempo de exposicion a la sal tanto
en raices como en hojas al igual como sucede en nuestros resultados en hojas puesto
que en Chan alas 72 hrs y siete dias es menor la actividad a comparacion de las plantas

testigo en el tiempo cero. De igual manera Rivero et al. (2014) reportan que en plantulas
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de tomate (S. lycopersicum) sometidas a un estrés por salinidad por 48 hrs, las enzimas
P5CS Y P5CR, mostraron una mayor actividad en ese tiempo en las hojas mientras que la
de degradacion (PDH) mantuvo sus niveles bajos a casi indetectables en ese tiempo con
respecto a las plantas testigo. Los autores sugieren que la acumulacién de diferentes
componentes osmoprotectantes, asi como la combinacion de diferentes tipos de factores
estresantes estan ligadas fuertemente a un mantenimiento de altos niveles de K* y una
baja relacién Na*/K*. Gracias a estos osmoprotectantes u osmolitos la célula puede tener
un mejor funcionamiento y desarrollo, asi como el mantenimiento del estatus hidrico

celular y el aparato fotosintético.

La Pro es bien conocida por estar involucrada en la respuesta a diferentes tipos y
nameros de ambientes estresantes, particularmente salinidad y sequia. El estrés osmdético
es causado por una excesiva acumulacion de sales en el suelo, a dicho proceso se le
llama salinizacién. La disminucién en el potencial hidrico del suelo da como resultado una
alteracion en los balances hidricos para la planta que puedan dar como consecuencia en
un principio al cierre estomatico, reduccién en la fotosintesis e incluso una inhibicién en el
crecimiento, como sabemos este tipo de estrés principal puede dar lugar a la produccion
de ROS y la acumulacion de iones toxicos para la célula, causando un dafio severo a las
estructuras de las membranas, proteinas, acidos nucleicos y lipidos (Apel y Hirt, 2004).
Como respuesta al estrés osmatico las plantas han desarrollado mecanismos que le
ayudan a sobrellevar el estrés, uno de esos mecanismos es la acumulacién de osmolitos

o0 solutos compatibles, que actian como protectores celulares.

Existen muchos tipos de estos osmolitos de entre los cuales Pro es considerado el de
mayor importancia ya que se acumula a lo largo de un nimero de especies, en respuesta
a diferentes tipos de estrés (Hare y Cress, 1997). Pro es una molécula de bajo peso
molecular que ayuda a preservar la integridad y el potencial osmotico celular en los
diferentes compartimientos de la célula (lyer y Caplan, 1998). En el presente estudio se
ha evaluado el posible papel que tiene Pro a una concentracion de 150 mM de NaCl a
diferentes tiempos en las dos variedades que difieren en la tolerancia y sensibilidad a este
estrés, nuestros resultados son contundentes y se observa que ambas variedades
conforme estan expuestas a mayor tiempo en presencia de sal, las raices son capaces de
acumular Pro a las 72 hrs y siete dias. Sin embargo, la variedad Chan es la que tiene
mayor acumulacion comparada con Ba’alche. Por otro lado, en las hojas se observa que

Ba’alche a partir de las 24 hrs ya tiene cierta cantidad acumulada de Pro, mientras que
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Chan a partir de las 36 hrs hasta los siete dias, su acumulacién es mucho mayor a los
siete dias comparada con Ba’alche. Estos resultados son similares a los encontrados por
Bojorquez-Quintal et al. (2014b), en donde la misma variedad que en este estudio (Chan)
fue capaz de acumular mayores niveles de Pro en raices y hojas a los siete dias
comparada con otra variedad de Chile habanero que mostré sensibilidad a este tipo de
estrés (Chichen-Itza). Asi mismo se ha observado que en plantas de S. amara a una
concentracion de 100 mM de NaCl se da la mayor acumulacién de Pro a las 72 hrs, sin
embargo, se reporta que a partir de las 6 hrs de exposicion a la sal ya se empieza a
acumular Pro (Wang et al.,, 2011). Otro trabajo que soporta que Pro juega un papel
fundamental bajo condiciones de salinidad es el de Freitas et al. (2019), cuando evaluaron
plantas de sorgo en presencia de sal por siete y 14 dias de tratamiento, ellos encontraron
que a los siete dias en las hojas fue donde se detect6 la mayor acumulaciéon de este
osmolito y que este disminuye a los 14 dias. Ellos concluyen que su estudio contribuye en
que la Pro es una molécula que modula procesos bioguimicos y moleculares y que
posiblemente la aplicacién exdgena de este osmolito podria ayudar a mitigar los efectos

causados por la salinidad.

La habilidad de las plantas para retener K* en las raices se ha observado que se relaciona
con un incremento en la actividad de H*-ATPasa o un flujo de salida de H*, estos factores
podrian contribuir a la repolarizacion y mantenimiento de un mayor potencial de
membrana negativo bajo condiciones de estrés (Zepeda-Jazo et al., 2008; Bose et al.,
2013, 2014, 2015). Por otro lado, la homeostasis de iones, asi como la retencion de K*
bajo condiciones de salinidad también podria estar asociada a la acumulacion de
osmolitos compatibles (Chen et al., 2007a; Shabala y Shabala, 2011; Sun et al., 2015).
Por tal motivo se evalué el efecto de NaCl y la aplicacion exégena de Pro sobre el flujo de
iones en ambas variedades de chile habanero por medio de la técnica MIFE. Al evaluar el
flujo de K* y H* se encontré que la variedad Ba’alche tiene menor flujo de salida de K*
comparada con Chan y con el flujo de H* los resultados arrojan que Chan tiene un flujo de

entrada mientras que Ba’alche tiene salida de H™.

Con respecto al flujo de K* en la variedad Chan se encontrd que es similar a lo publicado
por Bojérquez-Quintal et al. (2014b) donde esta misma variedad tiene un flujo de salida
similar. Sin embargo, con Ba’alche es completamente diferente y podria ser un modelo de
estudio nuevo para realizarle preguntas acerca de su comportamiento con respecto al

transporte de K* en respuesta a estrés. En este trabajo se encontr6 que al poner las
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raices en presencia de 10 mM de Pro no existe un flujo diferencial entre ambas
variedades, pareciendo que a esta concentracion del aminoacido no modifica los sistemas
de transporte tanto de K* como de H*. Sin embargo, al poner las raices de ambas
variedades en presencia de ambos compuestos (Pro y NaCl) se observé que Ba’alche
disminuye su flujo de salida de K* comparado con lo encontrado cuando se le pone solo
sal, Chan mantuvo su flujo de salida y parece ser que la Pro no tiene efecto sobre esta
variedad. Estos resultados son similares a los reportados por Bojérquez-Quintal et al.,
(2016), ya que cuando se les aplica exdgenamente Pro, la variedad sensible disminuye su
flujo de K* como en nuestros resultados, mientras que Chan mostro los mismos valores. Y
por ultimo cuando se probd una incubacién por 1 hr con Pro se pudo observar que no
existié una diferencia en los flujos de K* comparado con aquellos tratamientos donde solo
se puso 150 mM de NacCl.
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CAPITULO VII

CONCLUSIONES GENERALES

A partir de todos los resultados presentados con anterioridad en esta tesis doctoral, se

pueden sugerir las siguientes conclusiones en este proyecto:

e La variedad Ba’alche fue la mas sensible ante un tratamiento con NaCl [150 mM],

mientras que Chan mostro més tolerancia.

e Enlaraiz y hoja, Chan fue la que mostré mayores niveles de transcritos de P5CS y
P5CR en presencia de NaCl, mientras que en Ba’alche fueron mucho menores
estos transcritos en presencia de NaCl.

e Tanto en raiz como en hoja, la variedad Chan fue la que acumulo mas prolina

durante el tiempo maximo de tratamiento (siete dias).

e La actividad de P5CS en raices fue mayor a las 72 hrs de tratamiento con sal,
mientras que en hojas Chan tuvo su maxima actividad en ese mismo tiempo (72
hrs).

e La actividad de PDH en raices de la variedad Chan se mantuvo en niveles
similares mientras que Ba’alche disminuyo su actividad conforme paso el tiempo
de exposicion a NaCl. En hojas Chan mantuvo una actividad baja cuando estuvo
en presencia de NaCl comparada con Ba’alche que siempre tuvo la misma

actividad de PDH en los tres tiempos de evaluacion.

e Lavariedad Ba’alche fue la que presenté menos flujo de salida de K* en la mayoria
de los tratamientos. En flujo de H*, Chan fue la que tuvo menos variaciones

comparada con Ba’alche.

e La aplicacion exdgena de Pro favoreciéo en un menor flujo de salida de K* en la

Ba’alche mientras que para Chan no tuvo cambios en los diferentes experimentos.

e La Pro es fundamental ante estrés por sal y sequia, en salinidad su sintesis se da
a partir de las 24 hrs mientras que en sequia es a los 14 dias en ausencia de

agua.

105



CAPITULO VII

PERSPECTIVAS

Los resultados que se presentan en este trabajo permiten realizar nuevas preguntas sobre
fendmenos biologicos y otras rutas para descubrir, por lo que se han planteado las
siguientes perspectivas para utilizar nuevos modelos de estudio, como pueden ser
diferentes especies dentro del mismo género de Capsicum ssp. Para evaluar la tolerancia

y sensibilidad al NaCl.

e Realizar estudios bajo condiciones in vitro para determinar el posible papel de Pro

cuando se suplementa de manera exdégena en especies sensibles al NaCl.

e Evaluar el efecto del estrés por NaCl en las variedades de Chan y Ba alche bajo
condiciones de invernadero a nivel de produccion, calidad del fruto, parametros de

crecimiento y rendimiento.

e Evaluar la posible funcién de la Pro cuando esta es asperjada en plantas bajo
condiciones de invernadero y cuando son sometidas a diferentes tipos de estrés
bidtico y abiético.

e Evaluar otros posibles solutos compatibles que estarian involucrados en conferir

tolerancia a un estrés por NaCl.

o Realizar estudios relacionados con la mayoria de los sistemas de transporte
involucrados en el transporte de K* y Na*, a nivel molecular y por medio de

estudios electrofisiol6gicos.

e Caracterizar por medio de electrofisiologia, los posibles mecanismos de entrada de
Na* bajo condiciones de estrés por NaCl, utilizando MIFE, patch clamp o voltage

clamp.

e Complementar los estudios de flujo de iones de K*y Na* de este trabajo con la
utilizacion de bloqueadores farmacologicos para determinar que sistemas de

transporte responde a un estrés por NaCl y a la Pro exégena.

e Evaluar las otras enzimas involucradas en el metabolismo de Pro cuando las
plantas de chile habanero son sometidas a un estrés por NaCl, estas enzimas son

P5CDH y OAT, esto con el fin de conocer que funcién tienen ante este estrés.
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Medir con la técnica MIFE los flujos de entrada o salida de otros iones (Ca%, Cl'y
NOs’) que podrian estar involucrados en mecanismos de tolerancia o sefializacion,

esto en raices de chile habanero y bajo un estrés por NaCl.

Realizar mutantes de chile habanero utilizando a los genes del metabolismo de

Pro para evaluarlas bajo diferentes escenarios de estrés.

Sobreexpresar a los genes involucrados en el metabolismo de Pro en la variedad

sensible y evaluar los efectos de otras concentraciones de NaCl.

Realizar PCR en tiempo real de los genes utilizados en este trabajo para tener un
acercamiento mayor a lo que sucede en el metabolismo de Pro bajo las

concentraciones estudiadas.
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ANEXO

ANEXO

Cuadro Al Solucion modificada de Hoagland (Martinez-Cordero et al., 2004).

COMPUESTO Formula Concentracion
Macronutrientes
Nitrato de potasio KNO; 1.2mM
Nitrato de calcio Ca(NOs3), 0.8 mM
Fosfato de potasio K,HPO, 0.2 mM
Sulfato de magnesio MgSO, 0.2mM
Micronutrientes
Cloruro de calcio CacCl, 50 uM
Acido borico H3;BO; 12.5 uM
Sulfato de manganeso MnSO, 1uM
Sulfato de zinc ZnS0O, 1uM
Sulfato cuprico CuSO, 0.5 uM
Molidato de sodio Na,Mo0,.2H,0 0.1 uM
Cloruro de niquel NiCl,.6H,0 0.1 uM
Hierro-acido etilendiaminotetraacético Fe-EDTA 10 uM
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Cuadro A2. Efecto del estrés salino sobre la biomasa de raices y hojas de diferentes variedades

de chile habanero.

Cultivar Tratamiento Raiz (g planta) Hoja (g planta)
PF PS PF PS
Testigo t0 (-NaCl) 0.157 (0.05) 0.010 (0.003) 0.241 (0.07) 0.024 (0.01)
Testigo (-NaCl) (7d) 0.289 (0.05) 0.018 (0.003) 0.525 (0.10) 0.052 (0.01)
Chan +Nacl (7d) 0.144 (0.03) 0.009 (0.002) 0.155 (0.10) 0.022 (0.01)
Testigo (-NaCl) (R) 1.206 (0.57) 0.037 (0.015) 0.492 (0.21) 0.130 (0.04)
+NaCl (R) 0.192 (0.02) 0.014 (0.002) 0.370 (0.10) 0.033 (0.01)
Testigo t0 (-NaCl) 0.111 (0.02) 0.008 (0.002) 0.171 (0.03) 0.016 (0.003)
Testigo (-NaCl) (7d) 0.204 (0.07) 0.019 (0.005) 0.670 (0.17) 0.055 (0.02)
Kisin +Nacl (7d) 0.301 (0.07) 0.018 (0.004) 0.354 (0.03) 0.043 (0.01)
Testigo (-NaCl) (R) 1.685 (0.59) 0.053 (0.018) 0.700 (0.26) 0.157 (0.03)
+NaCl (R) 0.195 (0.05) 0.013 (0.003) 0.383 (0.15) 0.031 (0.01)
Testigo t0 (-NaCl) 0.157 (0.05) 0.012 (0.003) 0.345 (0.10) 0.035 (0.01)
Testigo (-NaCl) (7d) 0.184 (0.05) 0.023 (0.006) 0.612 (0.09) 0.062 (0.01)
Ba'alche  +NaCl (7d) 0.393 (0.16) 0.022 (0.008) 0.105 (0.11) 0.015 (0.02)
Testigo (-NaCl) (R) 1.107 (0.21) 0.055 (0.010) 0.678 (0.12) 0.144 (0.03)
+Nacl (R) 0.244 (0.10) 0.016 (0.006) 0.037 (0.05) 0.004 (.005)
Testigo t0 (-NaCl) 0.194 (0.07) 0.012 (0.004) 0.254 (0.06) 0.025 (0.01)
Testigo (-NaCl) (7d) 0.395 (0.09) 0.023 (0.006) 0.645 (0.12) 0.063 (0.02)
Génesis +Nacl (7d) 0.269 (0.07) 0.022 (0.008) 0.188 (0.11) 0.026 (0.02)
Testigo (-NaCl) (R) 1.289 (0.39) 0.055 (0.010) 0.641 (0.27) 0.133 (0.007)
+ NaCl (R) 0.209 (0.04) 0.016 (0.006) 0.151 (0.13) 0.015 (0.013)

* (P<0.05; prueba de Tukey).
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Cuadro A3. Efecto del estrés salino sobre parametros de crecimiento en la parte radicular y aérea

de las cuatro diferentes variedades de chile habanero.

Condicién o Area (cm?) Altura # hojas
Cultivar tratamiento Foliar Radicular /planta (cm) /planta
Testigo t0 (-NaCl) 13.85 (3.40) 14.90 (4.08) 5.74 (0.40) 7.67 (0.58)
Testigo (-NaCl) (7d) 34.50 (4.70) 20.79 (3.62) 10.06 (5.45)  10.0 (1.73)
Chan + NaCl (7d) 9.196 (2.98) 12.70 (0.86) 5.81(0.04) 5.0 (2.65)
Testigo (-NaCl) (R) 92.85(28.49)  42.15(15.04) 9.22 (0.63) 13.67 (1.16)
+ NaCl (R) 18.15 (1.44) 18.09 (0.90) 7.33(0.69)  11.0(1.0)
Testigo t0 (-NacCl) 10.83 (1.17) 14.50 (2.91) 6.35 (0.45) 7.33 (0.58)
Kisin Testigo (-NaCl) (7d) 40.64 (4.50) 24.05 (3.64) 7.33 (0.67) 10.0
+ NaCl (7d) 19.35 (1.24) 25.71 (3.42) 6.32 (0.19) 6.67 (0.58)
Testigo (-NaCl) (R) 107.7 (16.60)  47.40 (1.96) 9.45(0.46)  13.33(1.53)
+ NaCl (R) 17.19 (3.42) 18.05 (2.63) 751 (0.73)  8.67 (1.53)
Testigo t0 (-NaCl) 22.27 (5.73) 15.56 (3.03) 7.84 (1.22) 9.67 (0.58)
Ba’alche Testigo (-NaCl) (7d) 41.92 (4.93) 24.29 (4.15) 8.10 (0.20) 10.33 (1.16)
+ NaCl (7d) 10.15 (4.17) 29.40 (8.60) 6.76 (0.84) 1.67 (1.53)
Testigo (-NaCl) (R) 73.54 (7.40) 46.47 (7.78) 9.69 (0.51)  13.33(1.16)
+ NaCl (R) 3.650 (2.43) 21.43 (0.77) 8.54 (0.67) 4.0 (3.61)
Testigo t0 (-NaCl) 16.69 (0.59) 17.89 (5.67) 6.93(0.42)  8.67(0.58)
Génesis  Testigo (-NaCl) (7d) 40.82 (0.98) 32.72 (4.50) 7.72(0.27)  11.33(0.58)
+ NaCl (7d) 12.74 (1.85) 22.87 (1.45) 7.00 (0.47) 5.0 (1.00)
Testigo (-NaCl) (R) 78.87 (6.97) 45.06 (3.84) 8.86 (0.37) 13.33 (0.58)
+ NaCl (R) 5.448 (0.94) 19.20 (3.46) 6.91(0.10)  6.67 (1.53)

* (P<0.05; prueba de Tukey).
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