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RESUMEN 

La distribución espacial y temporal del nitrógeno en el suelo es muy 
variable. Los suelos donde se desarrolla el chile habanero (Capsicum 
chinense Jacq.) no son la excepción. 

El objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto de condiciones 
heterogéneas de nitrato (N03-) sobre el sistema radical de ch ile habanero, 
así como la expresión génica diferencial inducida por la presencia de N03-. 

Se observó que el N03- indujo una serie de respuestas en el sistema radical 
de ch ile habanero: estimuló localmente la formación y la elongación de las 
raíces laterales (RL) , inh ibió el desarrollo de la raíz primaria (RP) en función 
del tiempo e inhibió sistémicamente la formación de RL en los segmentos 
sin N03-. Al exponer las raíces a 1 mM de N03- durante tiempo cortos (O 
hasta 4 h) se observaron modificaciones en la expresión de algunos genes 
presentes en el ápice radical , destacándose la estimulación de los genes 
que codifican a las proteínas VPS6, V-ATPasa, una proteína 14-3-3 y la NR. 
Este trabajo representa el primer reporte sobre los cambios en la expresión 
génica en el sistema radical de chile habanero inducidos por N03-. Los 
patrones de expresión indican que existen conjuntos de genes que 
responden de manera específica a la presencia de N03- . 

Como lo constatan nuestros resultados, aunados a diversos reportes 
previos, las plantas poseen múltiples respuestas al N03-, lo cual les 
proporciona un mecanismo de regulación capaz de adaptar la expresión de 
los distintos genes en función de las condiciones a las que se exponen. 
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ABSTRACT 

The nitrogen distribution is spatially and temporally highly variable in the soil. 
The soils where habanero pepper (Capsicum chinense Jacq.) develops are 
notan exception. 

The aim of this work was to study the effect of the heterogeneous N03-

conditions on habanero pepper root system, and as well as the differential 
gene expression induced by the N03-. lt was observed that N03- induced a 
series of responses in habanero pepper root system: locally it stimulated 
lateral root (RL) formation and elongation, inhibited primary root (PR) 
development in a time-dependent manner, and inhibited systemically the RL 
formation in segments without N03-. By exposing roots to 1 mM N03- for 
times (O up to 4 h) , changes in the expression of sorne genes from root tips 
were observed, highlighting the stimulation of genes encoding proteins 
VPS6, V-ATPase, a 14-3-3 protein and NR. This is the first report on 
changes in N03- inducing gene expression in habanero pepper root system. 
The expression patterns indicated that there are sets of genes that respond 
specifically to N03- presence. 

Our results are in agreement with previous studies, regarding the multiple 
responses that the plants have to N03-, which provides a regulatory 
mechanism able to adapt the expression of different genes depending on the 
conditions that plant is exposed. 
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INTRODUCCIÓN 

El crecimiento del sistema radical se lleva a cabo a través de tres procesos: 
la división celular del meristemo de la raíz primaria, que provoca el 
crecimiento en longitud; la formación de raíces laterales, que aumenta la 
capacidad de exploración del sistema; y la formación de pelos radiculares , 
que incrementa el área total tanto de la raíz primaria como de las raíces 
laterales (López-Bucio et al., 2003). 

De los macronutrimentos requeridos por las plantas, el nitrógeno (N) es el 
que se consume en mayor abundancia y el que limita de manera más 
significativa el crecimiento (Crawford, 1998). Muchas especies vegetales 
son capaces de absorber y asimilar nitrato (N03-), amonio (NH4 +), urea y 
aminoácidos como fuentes de N, pero la respuesta a cada forma en 
particular varía entre una especie y otra (Haynes, 1978; Miller et al., 2007). 

El desarrollo del sistema radical está altamente relacionado con la 
distribución y disponibilidad de los nutrimentos en el suelo (Zhang & Forde, 
2000). Dicha disponibilidad es espacial y temporalmente heterogénea, 
pudiendo variar su concentración en un orden de hasta 1000 veces, en una 
distancia de centímetros o en un curso de horas, tal y como sucede con el N 
inorgánico (Bloom et al. , 2006). 

El chile habanero (Capsicum chinense Jacq.), es un cultivo de gran 
importancia económica para los productores de hortalizas del estado de 
Yucatán , ocupando el segundo lugar después del cultivo del tomate. La 
mayor superficie de cultivo se encuentra en la parte norte del estado y 
contribuye en más de un 90 % al volumen de producción estatal (Tun, 
2001 ). El suelo, es el principal factor limitante para la producción de chile 
habanero en Yucatán. Los luvisoles (de fertilidad mediana, buen drenaje y 
fácil manejo) son de buen potencial para el cultivo de esta planta; las 
rendzinas (rico en humus, poco profundo, desarrollado sobre roca caliza) y 
cambisoles (fertilidad media a baja , bien drenados, de profundidad mediana, 
accesibles en su manejo, al carecer de cubierta vegetal son muy 
susceptibles a la erosión) tienen un potencial mediano, pero pueden 
obtenerse altos rendimientos a pesar de su pedregosidad y poca 
profundidad mediante ciertas prácticas de manejo (Tun, 2001 ). En Yucatán , 
C. chinense crece en condiciones de suelo desfavorables para los cultivos , 
dado que el 90 % de los suelos de la península presentan una 
concentración alta de materia orgánica, un pH entre 7.5 y 8.5, son pobres 
en N y fósforo (P) y presentan altas concentraciones de potasio (K) , aunque 
la disponibilidad del mismo es baja (Ramírez et al., 2005). El sistema radical 
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de esta especie tiende a ser poco desarrollado y con bajo vigor de 
crecimiento. 

A pesar de que México es el país con la mayor diversidad génica de 
Capsicum y de que el chile es prácticamente sinónimo de la nacionalidad 
mexicana y de su cocina, nuestro país no es el productor más importante: 
las bases de la FAO lo posicionaron en segundo lugar en el 2006, 
superándolo China. Además, aunque en México el chile es un producto 
culturalmente importante, existe poca investigación sobre esta especie 
(López, 2003). 

Dada la importancia que presenta la captación y asimilación de los 
nutrimentos, particularmente de nitrógeno, para el desarrollo de las plantas 
y las condiciones precarias, nutrimentalmente hablando, a las que se 
enfrentan algunos cultivos, y situándose en el entorno en que se desarrolla 
el chile habanero en Yucatán, resulta un modelo interesante para evaluar el 
efecto de la distribución heterogénea de nitrógeno inorgánico sobre las 
raíces de C. chinense. 

Además de su papel como nutrimento, N03- se considera una molécula 
señal, dicho papel ha sido demostrado en diferentes eventos, tales como: la 
estimulación de su propio sistema de transporte (Rao & Rain, 1976), el 
incremento de la actividad meristemática en las raíces laterales y la 
regulación de la ramificación de la raíz (Drew et al., 1975; Zhang & Forde, 
1998) asl como la inducción de la expansión celular en la hoja (Forde, 
2002). Sin embargo, no todas las especies vegetales responden de manera 
similar a la heterogeneidad de N03- en el suelo, por lo que se plantea la 
siguiente pregunta: ¿existen mecanismos conservados y/o particulares 
entre diferentes especies para la respuesta a N03-? El desarrollo de este 
proyecto contribuirá a poder responder esta pregunta, brindando 
conocimiento de esta respuesta en la especie Capsicum chinense. 
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CAPÍTULO 1 

Antecedentes, objetivos y estrategia experimental 

1.1. ANTECEDENTES 

1.1.1. SISTEMAS RADICALES 

1.1.1.1. LA RAÍZ COMO PARTE INTEGRAL DE LA PLANTA 
Las plantas superiores están constituidas principalmente por tres tipos de 
órganos: la raíz, el tallo y las hojas. Estos órganos están presentes en 
proporciones diferentes y con varias modificaciones. El tallo y las hojas 
conforman la parte aérea, mientras que la raíz representa la parte 
subterránea. 

La raíz y la parte aérea difieren no sólo en estructura, sino también en las 
funciones que efectúan. Las plantas utilizan las raíces como sostén y para 
la absorción de agua y nutrimentos y a la parte aérea para captar energía 
de los fotones de la radiación solar durante el proceso de la fotosíntesis, así 
como para la transpiración. Estas funciones, a su vez, determinan la 
relación raíz-parte aérea, que suele ser muy compleja. Ambas partes 
intercambian sustancias de crecimiento y otros metabolitos (Kolek & 
Kozinka, 1992). 

La raíz es el órgano generalmente subterráneo del cuerpo de las 
traqueófitas. Se caracteriza por su crecimiento definido, geotropismo 
positivo, ausencia de yemas, hojas, nudos y entrenudos y por su 
especialización como órgano de anclaje, absorción de agua y sales 
minerales disueltas, acumulación de diversas sustancias orgánicas y en 
ocasiones excepcionales, como unidad de propagación . La raíz se origina a 
partir de la radícula del embrión o polo radical del eje embrionario y se 
conoce como raíz principal o primaria (PR). La radícula crece, dando origen 
a la RP y se fija al suelo desde los primeros estadios, de esta forma se 
garantiza el posterior crecimiento y desarrollo de la planta; a partir de la RP 
se forman raíces laterales (RL). En las plantas se puede distinguir otro tipo 
de raíces: las adventicias, las cuales se originan de otras partes, diferentes 
al embrión (tallos y hojas). Este último tipo es frecuente en las 
monocotiledóneas, en particular en las gramíneas y en dicotiledóneas 
propagadas vegetativamente (Kolek & Kozinka, 1992). 

Las raíces se desarrollan en el suelo, en condiciones de oscuridad, por lo 
tanto, son totalmente dependientes de la energía asimilada y producida por 
la fotosíntesis. En contraste, la parte aérea, que crece expuesta al aire y a la 
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luz, es completamente dependiente del agua y los nutrimentos minerales 
absorbidos del suelo por la raíz. En conjunto, estas actividades son 
decisivas para garantizar el aumento de masa y volumen, tanto de la raíz 
como de la parte aérea. Un punto clave en la regulación y coordinación de 
dichas actividades se atribuye a los fitoreguladores y su intercambio entre 
raíz y parte aérea, en particular las auxinas y citocininas (Kolek & Kozinka, 
1992). Entre la raíz y la parte aérea existe un balance funcional , que bajo 
ciertos límites se mantiene constante durante largos periodos de la vida de 
la planta. Por supuesto, el balance es dinámico y se renueva después de 
cualquier modificación del entorno (Kolek & Kozinka, 1992). 

En la raíz se sintetizan hormonas como las citocininas, ácido abscísico 
(ABA) y giberelinas, posteriormente se translocan a la parte aérea. Las 
auxinas se sintetizan en la parte aérea (hojas jóvenes y cotiledonares) 
(Ljung et al., 2001) y se translocan a la raíz, en esa zona las auxinas 
regulan la longitud de la RP, el número de RL y la respuesta gravitrópica 
(Peret et al., 2009). 

1.1.1.2. CLASIFICACIÓN DE LOS SISTEMAS RADICALES 
Se observa una amplia variación en la arquitectura del sistema radical en 
las diversas especies, lo cual sugiere que está determinada por factores 
génicos, entre otros. Se reconocen dos tipos de sistema radical , de acuerdo 
a la forma de originarse la RP (Fitter, 1987): 

a) Sistema alorrízico: se origina en plantas que presentan un embrión 
típicamente bipolar, a partir del eje hipocótilo-radícula del embrión, 
en el extremo opuesto al ápice del vástago. Este sistema se 
presenta en las espermatofitas y en forma general, el sistema 
radical adulto consiste de una RP con ramificaciones (Fig. 1.1 a) . 

b) Sistema homorrízico: la RP se encuentra ubicada lateralmente 
respecto al vástago, como ocurre en los pteridofitos y en ellos el 
sistema radical adulto es adventicio (Fig . 1.1 b) . Una situación 
particular ocurre en las monocotiledóneas, debido a que, aún 
presentando una organización bipolar de su embrión , la RP es de 
corta duración y es sustituida por raíces adventicias, que 
representan el sistema radical definitivo. Por esta razón , se habla de 
un sistema radical homorrízico secundario. 

El sistema alorrízico se encuentra típicamente en dicotiledóneas, incluyendo 
especies modelo tales como Arabidopsis, tomate y chícharo (Fig . 1.1 a) . 
Generalmente, incluye al menos dos tipos de raíces: RP y RL. Los sistemas 
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radiculares alorrízicos están dirigidos por la RP, la cual produce RL que 
pueden formar raíces de órdenes superiores. La presencia de raíces 
adventicias en sistemas alorrízicos es poco común, pero ocasionalmente 
emergen del hipocótilo o del tallo, particularmente sobre heridas (Osmont et 
al., 2007). 

En contraste, el sistema homorrízico se asocia a las plantas 
monocotiledóneas (Fig. 1.1 b) y se caracteriza por el desarrollo de muchas 
raíces adventicias paralelas a la RP (Raven et al., 1992). En realidad , la 
mayoría de los sistemas radiculares en maíz y arroz están constituidos por 
raíces que crecen post-embrionariamente. Dependiendo del tejido del que 
emerjan se les asigna un nombre específico, como raíces coronarias o 
raíces de soporte (Hochholdinger, 2004). Además, algunas 
monocotiledóneas, como el maíz, forman raíces embriogénicas adicionales, 
las cuáles emergen de los nodos escutelares y se denominan raíces 
seminales. La RP de las monocotiledóneas generalmente es llamada raíz 
seminal. Todos los tipos de raíces pueden ramificar y formar RL (Feldman, 
1994). 

b 

RP 

Figura 1.1. Morfología de los sistemas radicales (a) Representación 
esquemática de un sistema radical a/orrízico típico como se observa en 
dicotiledóneas, ejemplificado en Arabidopsis a /os 5 y 12 días después de la 
germinación. (b) Representación esquemática de un sistema radical 
homorrízico típico como se aprecia en monocotiledóneas, ejemplificado en 
arroz a /os 7 y 14 días después de la germinación. Los pelos radiculares no 
están representados. RP, raíz primaria; RL, raíz lateral; RC, raíz coronaria 
(Tomado de Osmont et al. , 2007). 
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La RP es importante en todo el ciclo de vida de los sistemas alorrízicos; sin 
embargo, en los homorrízicos solo es importante durante las primeras 
etapas de desarrollo de las plántulas (Feldman, 1994). 

Existe otra clasificación con base al tipo de ramificación , distinguiéndose 
dos tipos de sistema radical , el axonomorfo y el fasciculado (Raven et al., 
1992). El axonomorfo se presenta en gimnospermas y dicotiledóneas, 
consiste en una RP que se desarrolla más que las laterales y predomina 
durante toda la vida del sistema radical , distinguiéndose un eje bien 
definido. En el caso del fasciculado, se desarrollan un conjunto de raíces, 
todas equivalentes en cuanto a longitud y grosor, no habiendo predominio 
de la RP, como ocurre en el sistema radical adulto de las monocotiledóneas. 
Un ejemplo de ambos sistemas se representa en la Fig . 1.2. 

a b 

Figura 1.2. Oos tipos de sistemas radicales (a) Sistema de raíz axonomorfa 
del diente de león (Taraxacum officinale). (b) Sistema de raíz fasciculada de 
una gramínea (Raven et al. , 1992). 

1.1.1.3. PROCESOS DE CRECIMIENTO RADICAL 
Los procesos que afectan mayoritariamente la arquitectura y, por ende, el 
crecimiento del sistema radical son tres: 1) la división celular del meristemo 
de la RP, 2) la formación de RL que aumenta la capacidad de exploración 
del sistema radical , y 3) la formación de pelos radiculares que incrementa el 
área total de la RP y de las RL (López-Bucio et al., 2003) (Fig . 1.3) . 
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El desarrollo de las rafees en el suelo está regulado por señales endógenas 
que mantienen los patrones y la actividad del meristemo apical de la raíz, a 
su vez, contribuyen en la generación de nuevas RL. Entre ellos, las auxinas 
juegan un papel muy importante, aunque otras hormonas (citocininas, 
brasinoesteroides, etileno y giberelinas) también contribuyen a la 
arquitectura general de la raíz (Jovanovic et al., 2008). 

Con el objetivo de estudiar las bases moleculares de los procesos que 
conllevan al crecimiento radical , se ha llevado a cabo el aislamiento y la 
caracterización de genes que se expresan en éste órgano. Desde finales de 
los 80's se han reportado genes que se expresaban preferencialmente en la 
raíz de Pisum sativum L. en comparación a sus otros órganos (Evans et al., 
1988). Se conocen las funciones de algunos de estos genes en la raíz: la 
glutamino sintasa citosólica en Glycine max var. Prize (Miao, 1991) y un gen 
que codifica para un transportador de N03- en Arabidopsis (Tsay et al., 
1993). También se han realizado estudios en raíces de Zea mays (John et 
al., 1992) a partir de los cuales se reportó el gen zrp3, relacionado con el 
desarrollo de la misma. En estudios en Oriza sativum se analizaron las 
clonas RCc2 y RCc3 (relacionadas con ZRP3 de maíz), ubicándolas como 
miembros de una familia conservada de genes específicos de ra íz (Xu et al., 
1995). 

Activ idad en el 
/ meristemo apical 

Figura 1.3. Tipos de desarrollo del sistema radical (Adaptado de 
Schiefelbein & Benfey, 1991). 
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A su vez , se ha descubierto que varios de estos genes codifican a factores 
de transcripción (FT) , los cuales interaccionan con secuencias de ADN que 
actúan en cis, o bien, con otros reguladores transcripcionales que activan o 
reprimen algunos genes blanco, lo cual puede conducir a la expresión de 
genes que provoquen importantes cambios morfológicos, fisiológicos y/o 
metabólicos (Montiel et al., 2004). Entre las funciones de los FT ya descritos 
se mencionan: la estabilidad del meristemo radical (MP, BOL) el patrón 
radial de la raíz (SHR, SCR), los patrones de las células epidérmicas (GL2, 
CPC, TRY, ETC1 , WER, GL3/EGL3), la iniciación de las RL (NAC1 , IAA28, 
SLR1/IAA14, KNAT6) y la iniciación de las RL inducida por N03- (ANR1) 
(Montiel et al. , 2004) . Esto nos indica la factib ilidad de analizar 
molecularmente los sucesos trascendentales en el desarrollo de la ra íz. 

1.1.2. NUTRIMENTOS 
Las sustancias inorgánicas más importantes para las funciones vitales de 
las plantas son : el agua, los nutrimentos minerales y los gases C02 y 0 2 . 

Estas sustancias, algunas de las cuales son absorbidas predominantemente 
por la raíz y otras por la parte aérea, son translocadas entre la raíz y la parte 
aérea, ya sea en su forma original o después de sufrir ciertas 
transformaciones (Kolek & Kozinka, 1992). 

El suelo es un elemento de enlace entre los factores bióticos y abióticos y 
se le considera un hábitat para el desarrollo de las plantas (rizósfera) . 
Presenta diversos estados físicos, ya que contiene gases, líquidos y 
componentes sólidos, minerales, materia orgánica y organismos de varios 
phyla (Fig. 1.4 ). 

Las plantas absorben nutrimentos del suelo mayoritariamente por la ra íz. 
Los nutrimentos entran en la raíz como componentes de soluciones 
acuosas. Las vías de su movimiento pueden ser, aunque no 
necesariamente, las mismas que las del agua. Esto es porque la absorción 
de agua y la absorción de nutrimentos son dos procesos diferentes y se 
controlan por mecanismos distintos (Kolek & Kozinka, 1992). 
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Figura 1.4. Representación de la rizósfera y sus componentes mayoritarios 
(Adaptado de Epstein & Bloom, 2005). 

Los nutrimentos se pueden dividir en macronutrimentos y micronutrimentos, 
de acuerdo a las concentraciones en que son requeridos por las plantas. La 
concentración de macronutrimentos en tejidos vegetales, N, por ejemplo, 
puede ser hasta mil veces mayor que la concentración del micronutrimento 
Zn. Utilizando esta clasificación, los siguientes elementos se pueden definir 
como macronutrimentos: C, H, O, N, P, S, K, Ca, Mg, Na y Si. Los 
micronutrimentos son: Fe, Mn, Cu, Zn, Mo, B, Cl y Ni. Esta división de los 
nutrimentos vegetales es un tanto arbitraria, y en muchos casos, las 
diferencias entre la concentración de macronutrimentos y micronutrimentos 
son poco precisas. Por ejemplo, la concentración de Fe o Mn en los tej idos 
vegetales llega a ser casi tan alta como la concentración de S o Mg (Mengel 
& Kirkby, 2001 ). 

1.1.2.1. DISTRIBUCIÓN Y DISPONIBILIDAD DE NUTRIMENTOS EN EL 
SUELO 
El desarrollo del sistema radical está altamente relacionado con la 
disponibilidad y distribución de los nutrimentos minerales (Zhang & Forde, 
2000). En el suelo, la disponibilidad de recursos es desigual y la mayoría lo 
son en un alto grado de heterogeneidad (Lechowicz & Bell, 1991 ; Jackson & 

9 



Caldwell , 1993; Gross et al., 1995). La disponibilidad espacial y temporal de 
nutrimentos en el suelo no es uniforme, pudiendo variar su concentración en 
un orden de hasta 1000 veces, en una distancia de centímetros o en un 
curso de horas, tal y como sucede con el nitrógeno inorgánico (Bloom et al. , 
2006) . 

La disponibilidad teórica de los diferentes nutrimentos en los suelos 
orgánicos varía en función del pH, ya que un pH alto disminuye la 
solubilización y absorción de Cu , Zn, Fe y Co y especialmente del Mn , 
incrementando, en cambio, la del Mo y el S (Kolek & Kozinka , 1992). 
También varía dependiendo de la textura , ya que en suelos muy arenosos 
es frecuente la carencia de Mn, Cu , Zn, Bo y Mo, debido a que dichos 
nutrimentos son lixiviados en estos suelos con gran facilidad (Kolek & 
Kozinka , 1992). De igual manera, la actividad microbiológica, el drenaje de 
los suelos, las condiciones de óxido-reducción, las condiciones climáticas y 
las variaciones estacionales intervienen en la disponibilidad de nutrimentos 
(Kolek & Kozinka , 1992). 

Las plantas manifiestan síntomas carenciales cuando no reciben todos los 
nutrimentos que requieren . Las deficiencias nutricionales pueden provenir 
realmente por carencia o bien, porque otros nutrimentos impidan la 
absorción de ese determinado elemento o compuesto. En este segundo 
caso se trata de nutrimentos antagónicos (Strasburger, 1997). Además, los 
síntomas carenciales también pueden deberse a la movilidad del nutrimento 
en el suelo, ya que estos pueden permanecer móviles, tales como N (en 
forma de N03-) , K, Mo, P, Cl, Na, Zn y Mg o bien, inmóviles como Ca, S, Fe, 
B y Cu (Strasburger, 1997). 

El uso preferencial de los parches ricos en nutrimentos, fenómeno muy 
común en los pastos (Hutchings & de Kroon, 1994), es una respuesta 
común ante la heterogeneidad, aunque no universal. Robinson analizó su 
frecuencia y los tipos de respuesta exhibidas cuando la fuente de 
nutrimentos del suelo es heterogénea (Robinson , 1994). Por otra parte, en 
Lolium perenne se compararon las respuestas de parches de N con 
diferentes características físicas y químicas utilizando 15N marcado, 
comprobándose la importancia de que la relación C: N sea baja durante la 
toma de N, para que ésta se vea favorecida; así como la efectividad de las 
raíces para competir con los microorganismos por nutrimentos Hodge et al. 
(2000a, 2000b y 2000c). 

1.1.2.2. NITRÓGENO EN EL SUELO 
El N se encuentra en el suelo como una mezcla compleja de formas 
orgánicas e inorgánicas. Además de presentar cambios estacionales y 
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diurnos, también se caracteriza por encontrarse distribuido de manera 
heterogénea. En la mayoría de los suelos, más del 90% del contenido de N 
es orgánico. Este nitrógeno orgánico es producto, principalmente, de la 
biodegradación de las plantas y los animales muertos. Es reducido 
eventualmente a NH/, el cual puede oxidarse a N03- por la acción de 
bacterias en el suelo. El N enlazado al humus del suelo es especialmente 
importante para mantener la fertilidad del suelo. Los organismos que fijan N 
ordinariamente no pueden proporcionar el N suficiente para satisfacer la 
demanda de las plantas. El N inorgánico de los fertilizantes se pierde a 
menudo por lixiviación en el agua de lluvia. El humus del suelo, sin 
embargo, sirve como depósito del N requerido por las plantas, con la 
ventaja adicional de que su velocidad de descomposición , y por tanto, de 
liberación para las plantas, es aproximadamente paralela al crecimiento de 
éstas: rápida durante la estación calurosa del crecimiento y lenta durante los 
meses de invierno (Manahan, 2007) . 

El N está generalmente más disponible para las plantas como ión nitrato, 
N03-. Algunas plantas, como el arroz, pueden utilizar el N en forma de NH/; 
sin embargo, otras plantas se intoxican por esta forma. Cuando se aplica el 
N a los suelos en forma de amonio las bacterias nitrificantes realizan una 
función esencial , convirtiéndolo en ión N03- disponible (Manahan , 2007). 

1.1.2.2.1. NITRÓGENO INORGÁNICO 
El N es un elemento esencial requerido por todas las plantas, constituye del 
1.5 al 2 % del peso seco de éstas y aproximadamente el 16 % de las 
proteínas vegetales (Frink et al., 1999). Este elemento es el principal 
componente de los nutrimentos absorbidos por la raíz. La mayoría de éste 
se incorpora a la materia orgánica de la planta y es utilizado para la síntesis 
de aminoácidos y proteínas. La síntesis de ciertos aminoácidos y amidas, 
principalmente del grupo del glutamato y el aspartato, se efectúan 
predominantemente en las raíces. En contraste, aminoácidos del grupo de 
la serina son sintetizados principalmente en las hojas (Kolek & Kozinka, 
1992). 

La disponibil idad de N es el principal factor limitante para el crecimiento de 
las plantas y la producción de los cultivos . Las plantas pueden utilizar una 
amplia gama de especies de N, incluyendo el amoniaco volátil (NH3) , óxidos 
de N (NOx), N mineral (N03- y NH4 +) y N orgánico (urea, aminoácidos, 
péptidos, etc.), pero la respuesta a cada forma en particular de N varía entre 
una especie y otra (Haynes, 1978; van Wirén et al. , 1997). Generalmente, 
las plantas adaptadas a bajos pH y suelos reducidos, como las que habitan 
en los bosques maduros o en la tundra ártica, tienden a tomar NH/ o 
aminoácidos, mientras que las plantas adaptadas a pH altos y suelos 
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aeróbicos prefieren tomar N03- (Maathuis, 2009). Las dos fuentes primarias 
de N inorgánico para las plantas son el NH/ y el N03-; sin embargo, en la 
mayoría de los suelos utilizados para la agricultura, el N03- es la principal 
fuente de N (Crawford & Glass, 1998; Hirsch & Sussman , 1999). Debido a 
los altos requerimientos de N en los cultivos vegetales, la fertilización con N 
es una de las principales inversiones del mundo agrícola, con 80 millones 
de toneladas métricas de fertilizantes con N aplicado anualmente (Frink et 
al., 1999). También hay consecuencias negativas del uso excesivo de 
fertilizantes con N en la producción agrícola , porque solo se aprovechan dos 
tercios del N aplicados y el no absorbido puede lixiviarse y contaminar los 
mantos acuíferos (Frink et al., 1999). 

La relación en que se encuentren presentes N03- y NH/ es de suma 
importancia para el desarrollo de las plantas. Por ejemplo, el crecimiento 
óptimo de las raíces de Solanum lycopersicum en suelos cuya relación de 
N03- y NH/ es 3:1 y es inhibido cuando la concentración de amonio es muy 
alta (Bloom et al. , 1993). Por el contrario, el abeto (Picea glauca) , tiene una 
gran preferencia por el NH/ (Kronzucker et al., 1997), mientras que algunos 
pastos del ártico prefieren aminoácidos (Chapin et al. , 1993). En general , la 
mayoría de los cultivos se desarrollan favorablemente con una mezcla de 
N03- y NH/ (Crawford , 1998). 

1.1.2.2.2. MOVILIDAD DEL N EN EL SUELO 
La difusión del N en el suelo depende del gradiente de concentración y del 
coeficiente de difusión para la forma particular de N. A pesar de que los 
coeficientes de difusión para el N03- y el NH/ en agua son similares (Tabla 
1.1 ), los valores en el suelo se determinan por factores adicionales como la 
carga y el tamaño del ión, la viscosidad del agua, la temperatura, la 
humedad del suelo, la tortuosidad y la capacidad amortiguadora del suelo. 
Para el N03-, el coeficiente de difusión efectiva en el suelo es de 3.26 x 1 o-10 

m2 s-1
, mientras que para el NH4 + es de 1 O a 100 veces menor (Owen & 

Jones, 2001) . Como consecuencia, el NH/ es menos lixiviado que el N03-
en los suelos. 

En muchos suelos agrícolas la concentración de N03- se encuentra en un 
rango entre 1 a 5 mM (Owen & Jones, 2001). Sin embargo, como 
consecuencia de su utilización por las plantas y los microorganismos y su 
lixiviación, las concentraciones de este ión en la solución del suelo son muy 
variables (Miller & Cramer, 2004) . 

El NH/, al poseer carga positiva , interacciona con las partículas del suelo, 
lo que genera una mayor disponibilidad del mismo. Las concentraciones de 
NH/ en el suelo se encuentran en un rango entre 20 y 200 1-JM (Owen & 
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Jones, 2001 ); sin embargo, el pH bajo, las bajas temperaturas, la 
acumulación de compuestos fenólicos y los suelos anaeróbicos inhiben la 
nitrificación , generando la acumulación de NH4 + (Britto & Kronzucker, 2002). 
Por otra parte, las actividades agrícolas e industriales (contaminación) han 
dado lugar a la acumulación de NH/ en muchos suelos agrícolas. Así que 
en algunos sistemas, la forma predominante de N en el suelo es el NH/ con 
concentraciones promedio de 2 mM en suelos forestales y por encima de 20 
mM en algunos suelos agrícolas (Britto & Kronzucker, 2002). Estas altas 
concentraciones de NH4 + son potencialmente tóxicas para algunas 
especies, posiblemente debido a problemas con el equilibrio en el pH 
(Raven & Smith, 1976), desequilibrio entre aniones y cationes (Chaillou & 
Lamaze, 2001) y/o la pérdida de energía resultante del flujo de salida de los 
iones (Britto & Kronzucker, 2002). 
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N orgánico djsuelto 
de N soluble en el suelo 

N03· NH4+ lisina Glicina Glutamato 
Coeficiente de difusión en agua m1 s·i 1.90 X 10·9 1.96x 10·9 9.03 X 10·i0 1.05 X 10-S 6.94 X 10·· 
Coeficiente de difusión efectiva m2 s·l 3.26 X 10·IO 2. 70 X 10•12 1.12 X 10·"? 9.03 X 10··2 1.20 X 10· en el suelo 

Coeficiente de difusión del suelo 1 8.23 X 10·3 3.42 X 10·.3 2.76 X 10·2 3.68 X 10·2 
relativo a NOi en el suelo 

Distancia de difusión en un día m 7.51 X 10·3 6.80 X 10-4 4.40 X 10-4 1.25 X 10·3 1.44 X 10·3 

Concentración en la solución 
~M 77.3 0.62 0.55 3.87 7.73 

del suelo 

Cant idad absorbida por el suelo 
~mol L· 

0.00 15.3 15.4 14.7 13.9 de suelo 
~ ~mol L·1 
~ Total en el suelo de suelo 15.5 15.5 15.5 15.5 15.5 

Porcentaje de N absorbido del % o 99.2 99.3 95.0 90.0 
total en el suelo 



1.1.3. SISTEMAS DE TRANSPORTE CELULAR DE N INORGÁNICO 

1.1.3.1. NITRATO 
El transporte de N03- desde la rizósfera hasta el citoplasma de las células 
corticales de la raíz es termodinámicamente desfavorable en términos de 
los gradientes de potencial eléctrico y químico. La concentración de N03-, 

en el citoplasma de células radiculares de cebada expuestas al mismo, se 
ha estimado entre 5 y 30 mM (Zhen et al., 1991 ; King et al. , 1992). 
Asimismo, se ha demostrado que, excepto bajo determinadas condiciones 
(King et al., 1992), la absorción de N03- requiere energía, probablemente 
como fuerza protón-motriz. 

Utilizando métodos electrofisiológicos se ha encontrado una 
hiperpolarización de las membranas después del tratamiento con N03-

(McCiure et al. , 1990). Este comportamiento estuvo estrechamente 
relacionado con la actividad de la H+ -A TPasa presente en la membrana 
plasmática en raíces de maíz. Se propone que el transporte de N03- se 
efectúa mediante un mecanismo tipo simporte H+/ N03- cuando la 
estequiometria H+/ N03- es mayor que 1, lo cual sería la causa de la 
estimulación de la H+-ATPasa. Glass et al., (1992) observaron este 
mecanismo simporte en células rad iculares de cebada, con una 
estequiometría de 2 H+/1 N03- . Sin embargo, la presencia de un 
transportador del tipo simporte H+/ N03- en vesículas aisladas de raíces de 
maíz, podría ser modulado por el estatus de N03- de las células radiculares 
como demostraron Ruiz-Cristin & Briskin (1991) y Lu & Briskin (1993) . Estas 
observaciones sugieren una estrecha relación entre el transporte de N03- y 
la actividad de la H+ -ATPasa de membrana, especialmente en condiciones 
inducidas de absorción de N03- . Matzke & Mengel (1993) propusieron que 
la H+-ATPasa de membrana estaba implicada en la reabsorción de aniones, 
cuya actividad se incrementaba al aumentar la absorción de N03- . Santi et 
al. (1995) observaron que al inducir la absorción de N03- en raíces de maíz, 
la actividad de H+-ATPasa en el plasmalema también se incrementaba. 

La absorción de N03- en plantas superiores ha sido bien caracterizada a 
nivel cinético. La presencia de N03- en el medio induce su propio sistema de 
absorción (Tompkins et al. , 1978; Deane-Drummond, 1984; MacKown & 
McCiure, 1988). También, estudios en plantas de cebada, muestran que el 
flujo de N03- se reduce en concentraciones bajas, mientras que a 
concentraciones altas este proceso no se afecta (Giass et al., 1990). Esto 
se podría explicar mediante la existencia de dos sistemas de transporte, uno 
de baja afin idad y otro de alta afinidad . Se plantea que el de baja afinidad es 
constitutivo y de primer orden, respecto a la concentración externa de N03-, 
mientras que el de alta afinidad es inducible y saturable por la concentración 
externa de N03- (Siddiqi et al., 1989). 
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También, se ha reportado que existe un sistema saturable constitutivo con 
una baja Km, tanto para el N03- como para el N02-, y otro con una cinética 
lineal en plantas de cebada que no han sido inducidas con N03-. El de baja 
Km sigue una cinética típica de Michaelis-Menten y se satura con 
concentraciones entre 40 y 100 ~M . El sistema lineal se encuentra en un 
intervalo de concentraciones de 100 a 500 ~M de N03- (Aslam et al., 1992). 
En cebada , el N03- es modulador de su propia absorción. La inducción del 
sistema de absorción del N03- parece depender de una concentración 
citoplasmática crítica, pero cuando esa concentración es muy alta , se 
transporta rápidamente a otros lugares, por lo que su concentración en la 
raíz disminuye, provocando una inhibición del sistema de absorción. Sin 
embargo, no está claro si la concentración de N03- de la raíz per se o de 
algún producto de la asimilación del N03- son los responsables de esa 
retroalimentación negativa (Siddiqi et al., 1989). 

La mayoría de estos experimentos se hicieron en especies de cereales y se 
basaron en medidas químicas de la desaparición de N03- de la solución 
nutritiva, lo que pudo causar errores al intentar determinar los flujos netos 
de N03-. Siddiqi et al., (1990) utilizaron 13N03-, en plantas de cebada, para 
comprobar el influjo de N03- en las raíces y confirmaron el patrón bifásico 
de absorción de N03-: el sistema de transporte de alta afinidad (HATS, por 
sus siglas en inglés), con una cinética típica de Michaelis-Menten que opera 
a concentraciones de N03- inferiores de 1 mM, y el sistema de transporte de 
baja afinidad (LATS, por sus siglas en inglés), que opera a concentraciones 
superiores a 1 mM de N03- y que generalmente sigue una cinética lineal 
(Doddema & Telkamp, 1979; Goyal & Huffaker, 1986; Pace & McCiure, 
1986; Siddiqi et al., 1990; Kronzucker et al., 1995). 

Se ha demostrado que el HATS es sensible a inhibidores metabólicos 
(tungstato, metionina sulfoximina y azaserina) y parece ser un sistema de 
transporte activo (Siddiqi et al., 1990). El mecanismo de acoplamiento de 
energía para el transporte activo de N03- por el HATS ha sido investigado 
por medio de estudios electrofisiológicos en un limitado número de especies 
(Giass et al. , 1992). Estas observaciones serían consistentes con que el 
mecanismo simporte 2H+: 1 N03- es promovido por la energía derivada del 
gradiente de protones generado por la H+-ATPasa de la membrana 
plasmática (Santi et al., 1995). La absorción de N03- está asociada con la 
depolarización de la membrana (creada por una diferencia de potencial 
eléctrico L'i\fl), la cual es inducible por N03- y saturable respecto a la 
concentración externa de N03- (Giass et al. , 1992). 

En 1998, lvashikina & Feyziev, propusieron la existencia de un mecanismo 
por el cual el balance de carga durante la absorción de N03- está regulado 
en células de la raíz de maíz. Asimismo, estos autores muestran un posible 
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mecanismo que regula la absorción de N03- en respuesta a diferentes 
cationes y que podría estar relacionado con cambios en los flujos pasivos 
de N03- a través del plasmalema (lvashikina & Feyziev, 1998). 

El primer gen eucariótico de un transportador de N03- se aisló hace 20 años 
y fue de Aspergil/us nidulans (Unkles et al. , 1991). Algunos años después, 
se aisló un gen homólogo en Arabidopsis, que, a pesar de también incluir 
los 12 dominios transmembranales putativos, no estuvo relacionado 
filogenéticamente con el gen de Aspergil/us (Tsay et al. , 1993). Se han 
clonado varios transportadores de N03- para diferentes especies, 
identificándose dos familias distintas en plantas: la NRT1 , que agrupa a los 
componentes del grupo LATS y la NRT2, que incluye al grupo de los HATS 
(Crawford & Glass, 1998; Daniei-Vedele et al., 1998; Forde & Clarkson, 
1999; Forde, 2000; Williams & Miller, 2001 ). 

En plantas superiores existe un gran número de genes de la familia NRT1 . 
En contraste con el bajo número en otros organismos (seis en seres 
humanos, cuatro en C. elegans, tres en Drosophila y uno en levaduras}, 
Arabidopsis posee 53 genes NRT1 y arroz 80, lo que sugiere que esta 
familia desempeña algunas funciones únicas en las plantas superiores. 
Mientras que para la familia NRT2 los números son más modestos, 
Arabidopsis cuenta con solo siete genes NRT2 (Tsay et al., 2007). 

1.1.3.2. AMONIO 
El amonio (suma de NH/ y NH3} es central para la síntesis de los ácidos 
nucleicos, aminoácidos y otras moléculas orgánicas, así como un precursor 
producto de su catabolismo. En condiciones de pH cercanos a 7 solo existe 
-1 % en forma de NH3 . Estudios clásicos revelan que las membranas 
lipfdicas sintéticas son impermeables al NH4 +, pero son relativamente 
permeables al NH3. En membranas biológicas el transporte de ambas 
especies puede ser significativo (Ludewig et al., 2007). En plantas 
superiores la toma de NH/ ocurre a través de dos sistemas de transporte: 
uno de alta afinidad (HATS) y otro de baja afinidad (LATS) (Miller et al., 
2001 ). Los HATS para NH/ son saturables en rangos micromolares y son 
electrogénicos (Higinbotham et al. , 1964; Walker et al., 1979a y 1979b; 
Felle, 1980; Wang et al. , 1994 ). Sin embargo, los LATS no son saturables 
aun en rangos milimolares (UIIrich etal. , 1984; Wang etal., 1993). 

Existen varias evidencias de que los transportadores de amonio tipo AMT, 
que pertenecen a los transportadores de alta afinidad, representan las 
principales vías para la toma de NH/. Sin embargo, la absorción excesiva 
de NH/, así como su liberación catabólica por los procesos dentro de la 
célula, pueden causar toxicidad. Por lo tanto, la captación de NH/ debe ser 
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estrictamente regulada. Para regularse la homeostasis de NH/ se sintetizan 
varios transportadores que difieren en sus propiedades bioquímicas, 
localización y en su regulación a nivel transcripcional. Al mismo tiempo, los 
transportadores tipo AMT están sujetos al control del status de N, tanto 
localizadamente como en toda la planta (Loqué & von Wirén , 2004). Hasta 
la fecha se han caracterizado diferentes transportadores de NH/ (Tabla 
1.2) en Arabidopsis thaliana, Solanum lycopersicum, Oryza sativa , Brassica 
napus y Lotus japonicus, los cuales se han localizado en diferentes tejidos 
vegetales. 

Arabidopsis contiene seis secuencias codificantes para AMTs en su 
genoma, de las cuales se conoce su localización celular y subcelular, así 
como su expresión en los tejidos (Ludewig et al., 2007) . 
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Tabla 1.2 Propiedades regulaforias y bioquímicas de los transportadores de amonio tipo AMT caracterizados para 
Arabidopsis thaliana (At). Lycopersicum esculentum (Le), Oryza sativa (Os), Brassica napus (Bn) y Lotus japonicus 
(Lj) (tomada de Loqué & von Wirén, 2004). - Indica datos no determinados. 

Transportador 

AtAMr;1 

AtAMT1;2 

AtAMT1;3 

AtAMT2;1 

LeAMT1;1 

LeAMT1;2 

LeAMT1 ;3 

OsAMT1;1 

OsAMT1;2 

OsAMT1;3 

OsAMT2;1 

OsAMT3;1 

BnAMT1;2 

LjAMT2;1 

Localización del ARNm 

Raíz, hoja, tallo 

Raíz, hoja 

Raíz 

Raíz, hoja, tallo 

Raíz, hoja 

Raíz, hoja 

Hoja 

Raíz, brote 

Raíz (cofia) 

Raíz 

Raíz, brote 

Raíz, brote 

Hoja 

Raíz, brote, nódulos 

Regulación del Regulación del 
ARNm por N ARNm por luz o C 

Represión Inducción 

Represión 

Represión 

Represión 

Represión 

Inducción 

Inducción/represión 

Inducción/represión 

Represión 

Constitutivo 

Constitutivo-represión 

Inducción 

Inducción 

Constitutivo 

Constitutivo 

Inducción 

Km para NH4+ 

<0.5 11M ~20 11M 

25-40 1-JM .3..mM 
25-40 1-JM 

- 20 ¡.~M 

10 ¡.~M 

60 ¡.~M 



1.1.4. METABOLISMO DEL NITRÓGENO 
Las primeras dos etapas en la asimilación de N03- son la reducción del 
mismo a N02, y la reducción de N02 a NH/. El mecanismo básico de la 
asimilación de N03- en tejidos vegetales verdes en presencia de luz se 
representa en la Figura 1.5. Las dos enzimas que participan en el proceso 
son la nitrato reductasa (NR) y la nitrito reductasa (NiR) (Hewitt, 1975). 

CITOPLASMA ( CLOROPLASTO 

Fosfon -Triosarosrato 
glicerato 

~· 
NADH 

Reducción de Nitrato Reducción de Nitrito 

Figura 1.5. Esquema de la reducción de nitrato y nitrito (ácido nitroso) 
(adaptado de Mengel & Kirkby, 2001) . 

La forma más común de la NR utiliza NADH como donador de electrones, 
mientras que otras formas (localizadas predominantemente en tejidos sin 
clorofila, como las raíces) pueden utilizar tanto NADH como NADPH , 
mientras que la NiR emplea ferredoxina reducida o NADPH (Warner & 
Kleinhofs , 1992). 

Existen dos posibles rutas de asimilación de NH/: la ruta GS/GOGAT 
(glutamina sintetasa 1 oxoglutarato a mino transferesa) (UIIrich et al. , 1990) y 
la GDH (glutamato deshidrogenasa) (Ferrer, 1995) (Fig . 1.6). La GS cataliza 
la incorporación del amonio al grupo carboxilo de la cadena lateral del 
glutamato para producir glutamina y la GOGAT cataliza la transferencia del 
grupo amida de la glutamina al a-cetoglutarato para formar dos moléculas 
de glutamato. En circunstancias especiales, como puede ser una 
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concentración de amonio suficientemente alta, la asimilación de amonio 
puede seguir caminos alternativos como puede ser la incorporación directa 
del amonio al a-cetoglutarato, una reacción catalizada por la GDH. Esta 
enzima está presente en todos los organismos y emplea NAD(P)H como 
donador de electrones (Castillo et al., 2005). 

L.-glutamato 

Figura 1.6. Esquema resumen de la reducción asimilativa del nitrógeno. 
GDH, glutamato deshidrogenasa; GS, glutamina sintetasa; GOGA T, 
oxoglutarato amino transferesa; NR, nitrato reductasa y NiR, nitrito 
reductasa. 

1.1.5. RESPUESTA DEL SISTEMA RADICAL A LA PRESENCIA DE 
NUTRIMENTOS EN EL SUELO 
La capacidad de las plantas para responder apropiadamente a la 
disponibilidad de nutrimentos es de fundamental importancia para su 
adaptación al ambiente (López-Bucio et al. , 2003). Las raíces responden 
modificando su arquitectura, y de esta manera, proporcionan a las plantas la 
capacidad de adaptarse a las variaciones nutrimentales de la rizósfera. Por 
lo general, el desarrollo de los sistemas radicales es asimétrico, lo cual 
refleja la capacidad de las raíces para ajustar su crecimiento y desarrollo 
ante los diversos factores ambientales (Robinson, 1994; Forde & Lorenzo, 
2001 ). 

Entre los estudios pioneros de la respuesta de las raíces a la 
heterogeneidad espacial de los nutrimentos en el suelo están los reportados 
por Drew et al., (1973) , Drew, (1975) y Drew & Saker, (1975, 1978). Estos 
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autores, realizaron experimentos con raíces de Hordeum vulgare expuestas 
a P, N03-, NH/ o K, creciendo en diferentes situaciones experimentales: en 
posición vertical , en condiciones homogéneamente altas o bajas de 
nutrimentos; ante condiciones pobres de nutrimentos con un segmento a 
concentraciones altas y en posición horizontal con las mismas condiciones 
altas de nutrimentos homogéneos. En el tratamiento homogéneo, el 
desarrollo de la RP y de las RL fue similar en todas las concentraciones. Sin 
embargo, en los tratamientos heterogéneos, el desarrollo de las RL fue 
pobre donde los nutrimentos estaban escasos, pero proliferaron 
abundantemente en el segmento donde se encontraba el nutrimento (N03-, 

NH/ o P) a alta concentración (Fig. 1. 7) . Por otro lado, las raíces de 
Hordeum vulgare fueron insensibles a la presencia de K. 

Testigo (HHH) Fosfato (LHL) Nitrato (LHL) 

Amonio (LHL) Potasio (LHL) 

Figura 1.7. Efecto de diversos nutrimentos sobre /as rafees de Hordeum 
vulgare. Todas /as zonas del sistema radical de la planta control fueron 
expuestas uniformemente a una solución concentrada de nutrimentos 
(HHH). En los tratamientos localizados (LHL) , solo en el segmento medio la 
rafz se expuso a la solución completa, /os segmentos superior e inferior 
contenfan una solución deficiente en P, N03-, NH/ o K. Barra de escala, 10 
cm (tomado de Drew, 1975). 
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Se ha reportado que, de entre todos los nutrimentos, solo cuatro pueden 
considerarse como una señal capaz de controlar el desarrollo de la raíz, 
éstos son: N, P, S y Fe. 

En plántulas de Arabidopsis thaliana expuestas a una baja disponibilidad de 
P, presentaron una mayor densidad , así como una mayor longitud de pelos 
radiculares que las que se desarrollaron con alta disponibilidad . Dicha 
elongación es dependiente de la disponibilidad de P, incrementándose 
hasta cinco veces la densidad de pelos radiculares respecto al testigo 
(Bates & Lynch, 1996). Este efecto se debe al incremento en el número de 
células epidérmicas que se diferenciaron en tricoblastos (Ma et al., 2001) . 

La baja disponibilidad de Fe indujo cambios morfológicos en las células 
epidérmicas de las raíces de Arabidopsis, particularmente se observó un 
incremento en la formación y elongación de pelos radiculares. Dichos pelos 
radiculares emergieron de células que en condiciones normales no los 
forman (Schmidt et al., 2000). 

Asimismo, en Arabidopsis, un incremento en la disponibilidad de N03-

redujo la elongación de la RP y suprimió la elongación de las RL (Linkohr et 
al., 2002). 

El sistema radical de Arabidopsis presentó ma1-ores ramificaciones al 
desarrollarse en condiciones limitantes de S04 - . Cuando las plantas 
crecieron en cajas con agar suplementadas con SO/la RP se elongó y las 
RL se desarrollaron a cierta distancia del ápice de la RP, en contraste, 
cuando se eliminó el S04 

2
- del medio, las RL se formaron más cercanas al 

ápice de la RP e incrementaron su densidad (Kutz et al. , 2002). 

En general, las respuestas del sistema radical a la baja disponibilidad de 
nutrimentos parecen estar presentes en todas las angiospermas, y puede 
actuar para incrementar la eficiencia en la captación de nutrimentos cuando 
éstos se encuentran en concentraciones limitantes. Información reciente 
sugiere la existencia de vías de transducción de señales específicas que 
interpretan las concentraciones exteriores de los nutrimentos y conllevan a 
una modificación del desarrollo de la rafz. Las hormonas vegetales, sobre 
todo, las auxinas, citocininas y etileno parecen ser factores claves en estas 
vías mediadas por nutrimentos (López-Bucio et al., 2003). 

1.1.5.1. RESPUESTA DEL SISTEMA RADICAL A NITRATO 
El N03- produce modificaciones en el sistema radical de las plantas. Se ha 
descrito su participación en importantes efectos en el desarrollo de las RL. 

23 



En estudios realizados con raíces de Triticum aestivum, expuestas a un 
sumin istro localizado de N03· , se observó una respuesta también localizada 
al incrementarse la producción de RL en la zona donde estaba presente el 
nutrimento (Hackett, 1972). 

Zhang & Farde, (1998b) realizaron experimentos en plántu las de 
Arabidopsis thaliana en cond iciones heterogéneas de N03-, encontrando 
que el N03- estimuló la elongación de RL, pero no el número de las mismas 
en el segmento donde se aplicó el tratamiento. Además, la RP fue 
insensible a este nutrimento (Fig. 1.8) . El efecto estimulatorio sobre la 
elongación de las RL se debió a un incremento en la producción de celulas 
en el ápice de las ra íces directamente expuestas al N03- (Zhang et al., 
1999). 

Tratamiento 

Testigo +N03 

Figura 1.8. Plántulas de Arabidopsis thal iana expuestas a tratamiento 
localizado de KCI (testigo) o de KN03 (tratamiento) (tomado de Zhang & 
Farde, 1998b). El rectángulo indica el segmento en el que se colocó el 
nutrimento. 

Con base a los estudios realizados en raíces de Arabidopsis, Casimiro et 
al., (2003) plantean la existencia de tres mecanismos que regulan el 
desarrollo de las RL por el efecto del N03· : 1) un efecto estimulatorio, el cual 
es más evidente cuando las plantas crecen en bajas concentraciones de 
N03- (del orden IJM) y posteriormente se les suministra de manera 
local izada (Zhang & Farde, 1999); 2) un efecto inhibitorio inducido por altas 
concentraciones, el cual es más notorio cuando las plantas se desarrollan 
en un medio con un contenido de N03- uniformemente alto (del orden mM) 
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(Zhang et a/., 1999, 2000) y 3) un efecto inhibitorio, cuando existe una alta 
relación C:N, generando una represión dramática en el desarrollo de las RL 
(Malamy & Ryan, 2001 ). 

Los tres mecanismos regulatorios relacionados con N03- actúan en 
diferentes estadios de desarrollo. La inhibición causada por una alta relación 
C:N se presenta en la etapa de iniciación de las RL, debido a un 
impedimento en el movimiento de las auxinas desde los brotes hasta los 
sitios de iniciación de las mismas (Malamy & Ryan, 2001 ). Por el contrario , 
la inhibición de las RL inducida por altas concentraciones de N03- ocurre 
inmediatamente después de la emergencia de las RL, cuando el meristemo 
se activa (Zhang et a/., 1999; S ignora et a/., 2001 ). Las plantas 
desarrollándose en medios con altas concentraciones de N03- producen 
una cantidad de primordios de RL similar a aquéllos con un suministro bajo 
de este ión. Sin embargo, no se elongan (Zhang et a/. , 1999), por el 
contrario, la aplicación localizada de N03- incrementa la tasa de crecimiento 
de las RL en la zona enriquecida con el mismo, pero en Arabidopsis no 
tiene efecto en el número de RL (Zhang et a/. , 2000). 

A su vez, Zhang & Farde (1998b) propusieron un modelo de regulación del 
crecimiento y desarrollo de RL en Arabidopsis thaliana en respuesta a N03-, 
donde plantean la existencia de dos posibles vías de regulación (Fig. 1.9) . 
Por un lado, que el N03-, al ser internalizado en la célula por 
transportadores, puede ser metabolizado, o bien, puede ser almacenado, 
modificando así el balance de C:N, lo cual provoca una inhibición sistémica 
sobre la activación de meristemos de RL. Por otro lado, plantean la 
presencia de receptores de N03- en la membrana plasmática, que al unirse 
con dicho ión activen una cascada de señales, donde podrían participar los 
genes ANR1 (codifica para un factor de transcripción) y AXR4 (participa en 
el transporte y respuesta a auxinas), que generarán una respuesta 
estimulatoria localizada sobre la proliferación celular en el meristemo de las 
RL. 

25 



Membrana 
plasmática 

Transportador 
de nitrato 

No3-

externo 
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sistémica 

L 
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.. .. ,. ? ..... ,.ANRt .. .. .... ,.AXR4 . ~~!!~.~(a~i~:',. 
. localtzada 

de nitrato 
(en cofia de RL) 

Inducción de 
otros ganes 

nitrato-índucibles 
(Ej. NIA1) 

Iniciación y ALF4, AUX1 
emergencia AXR1, AXR4, 

de RL TIR3 

Proliferación 
celu lar en el 

meristemo de RL 

Figura 1.9. Modelo de la regulación del crecimiento y desarrollo de rafees 
laterales por efecto del N03- en Arabidopsis thaliana (modificado de Zhang 
et al. , 1999). ANR1, factor de transcripción de la familia MADS-BOX; y 
AXR4, mutante resistente a auxinas. 

Zhang & Forde (1998b) también analizaron el efecto del N03- aplicándolo 
de manera localizada sobre una doble mutante de Arabidopsis (nia1 nia2) , la 
cual se caracteriza por portar una mutación en cada uno de los genes 
estructurales de la NR (NIA) y presenta una actividad residual de 0.5 %. 
Estas plantas mostraron una respuesta similar al tratamiento localizado de 
N03- que plántulas silvestres de Arabidopsis que manifiestan actividad 
completa de NR. Dicho resultado soporta la hipótesis de que el N03- puede 
actuar como una molécula señal por sí mismo, sin implicar el metabolismo 
del N directamente (Zhang & Forde, 1998b). 

La respuesta inducida por N03- que ha sido más caracterizada es la 
primaria (Redinbaugh & Campbell , 1991 ), en la cual la expresión de genes 
que codifican para transportadores de N03- y enzimas que participan en la 
asimilación, como el CHL 1 y el NRT2.1, respectivamente, son rápidamente 
inducidos (entre 0.5 y 1 hr) (Wang et al., 2003) . En Nicotiana tabacum se 
observa una respuesta primaria normal al N03- en mutantes de la NR (Deng 
et al., 1989) y en presencia de inhibidores de la síntesis de proteínas 
(Redinbaugh & Campbell , 1993), indicando que el N03- por sf mismo es 
responsable de la respuesta y no se requiere la síntesis de novo de 
proteínas. La identidad molecular de los componentes de la señal en la 
respuesta a N03- comienzan a ser elucidados. Por ejemplo, el factor de 
transcripción ANR1 está involucrado en la regulación de la arquitectura de 
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raíz (Zhang & Forde, 1998), y en estudios recientes se ha publicado que el 
factor de transcripción NLP7 (Castaings et al., 2009) y la proteína cinasa 
CIPK8 que interactúa con una proteína tipo calcineurina (CBL) son 
reguladores positivos de la respuesta primaria a N03- (Ho et al., 2009). 

En resumen , se ha demostrado que el N03- produce diversas 
modificaciones en el sistema radical de las plantas. Parte de los 
mecanismos por los cuales se produce esta respuesta han sido elucidados, 
sin embargo, aun quedan varias incógnitas por resolver. 

1.1.5.2. RESPUESTA DEL SISTEMA RADICAL AL AMONIO 
El crecimiento de muchas plantas es fuertemente inhibido cuando la única 
fuente de N es el NH/ (Marschner, 1986). Parte de este efecto puede 
deberse a la elevada acidificación del medio externo lo cual inhibe la toma 
de otros cationes. La acidificación del medio es producida por la toma de 
este ión (Haynes, 1986). En Arabidopsis el suministro de NH4 + en un rango 
entre 3 mM y 12 mM inhibe el crecimiento de la RP (Cao et al., 1993). Este 
comportamiento también se presenta en plántulas de Solanum lycopersicum 
expuestas a concentraciones altas de NH/, en las que se inhibe el 
crecimiento de las rafees. Sin embargo, en bajas concentraciones, el NH/ 
promueve el desarrollo extenso del sistema radical. Además, el suministro 
de NH/ como única fuente de N, induce la formación de un sistema radical 
más compacto (Bloom, 1997). 

El efecto inhibitorio en el crecimiento de la raíz por NH/ se presenta por el 
bloqueo en la expansión y en la división celular (Cao et al., 1993). 

1.1.6. GENES IMPLICADOS EN LA RESPUESTA DEL SISTEMA 
RADICAL AL N INORGÁNICO 
Como señal , el N03- reprograma el metabolismo del N y del C, el desarrollo 
radical y la expresión de un grupo selecto de genes (Crawford , 1995). Esta 
respuesta involucra cambios rápidos y muy marcados en la expresión 
génica. Sin embargo, dichos mecanismos son poco comprendidos 
(Crawford & Arst, 1993). Esta respuesta al N03- involucra la inducción 
directa de la expresión génica, mostrando una rápida activación (entre 30 a 
60 min) de varios genes implicados en la asimilación del N03- y el NH/. 
Esto se presenta como respuesta a concentraciones bajas de N03- (1 O a 
250 iJM), e incluso en presencia de inhibidores de la síntesis de proteínas, 
lo cual indica que el N03- no se requiere la síntesis de novo para dicha 
respuesta. El gen más estudiado es el de la NR (Cheng et al., 1986; 
Crawford et al., 1986). En estudios realizados en Hordeum vulgare, 
Arabidopsis thaliana y Zea mays, el transcrito de la NR se acumula en las 
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plantas minutos después de ser tratadas con concentraciones entre 1 O ~M y 
50 mM de N03- (Melzer et al., 1989; Cheng et al. , 1991 ; Gowri et al., 1992). 
De manera similar, en especies tales como Solanum lycopersicum, Brassica 
napus y Glycine max, los genes involucrados en la toma de N03- (NRT1 y 
NRT2), o en su reducción hasta amonio (NR, NiR), son rápidamente 
inducidos por rangos de concentraciones de N03- muy similares (Koch , 
1997; Crawford & Glass, 1998; Forde & Clarkson, 1999). En Arabidopsis, 
también son inducidos los genes de las enzimas involucradas en la 
asimilación de NH/, específicamente la GS y la GOGAT (Lam et al., 1996; 
Koch, 1997; Stitt, 1999). 

En 1997 se describieron dos genes potencialmente regulatorios que 
participan en la respuesta de Arabidopsis a N03-. En primer lugar, una 
mutante resistente a clorato, cr88, en la cual la presencia de N03- y luz 
provocan la inducción de uno de los dos genes que codifican a la NR, el gen 
nia2, pero no del gen nía 1 (Lin & Cheng , 1997). En segundo lugar, se 
describió un gen de la familia de factores de transcripción MADS-box, el gen 
anr1 . Cuando en plantas transgénicas este gen se reprime, se afecta la 
inhibición sistémica por N03- sobre el desarrollo de las RL (Zhang & Farde, 
1998 y 2000). Este gen es inducido en plantas que previamente se 
encontraban en condiciones de ausencia de N03- por 2 mM de N03- (Zhang 
& Farde, 1998). En trabajos posteriores, Zhang & Farde reportaron la 
participación del gen axr4 en la respuesta a N03-, puesto que al utilizar una 
mutante, axr4, resistente a dosis elevadas de auxinas, en experimentos en 
condiciones heterogéneas de N03-, éstas fueron insensibles al estímulo, 
sugiriendo una superposición en las rutas de respuesta a N03- y de 
respuesta a auxinas (Zhang & Farde, 1999). 

Al utilizar una biblioteca sustractiva de cONA de tomate ( Solanum 
lycopersicum) , Wang et al. (2001) reportaron la inducción de 115 genes por 
el efecto de la aplicación de N03- (Tabla 1.3) . Dentro de ellos, se 
observaron algunos que habían sido identificados previamente, tales como: 
transportadores de N03-, NR y NiR, y enzimas del metabolismo, como: 
transaldolasa, transcetolasa, malato deshidrogenasa, asparagina sintetasa 
e histitina decarboxilasa. También identificaron 14 genes, cuya expresión no 
había sido relacionada previamente con la respuesta a N03-, incluyendo: 
acuaporinas, transportadores de fostato y K, asf como genes 
potencialmente involucrados en regulación transcripcional , genes de 
respuesta a estrés y genes de proteínas ribosomales . 

Años más tarde, se realizó un análisis por microarreglos de la respuesta a 
N03-, utilizando una mutante nula de la NR de Arabidopsis. El análisis 
reveló la expresión de 595 genes cuya expresión se modificó 
diferencialmente en respuesta a N03" (5 mM por 2h) en plantas mutantes, 
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comparada con plantas silvestres. De este grupo se identificaron algunos 
involucrados en tareas como: energía, metabolismo del N, glucólisis y 
gluconeogénesis. Dado que dichos genes respondieron 
independientemente de la actividad de NR, se considera que el N03-, y no 
un metabolito posterior de su ruta metabólica, actuó como una señal (Wang 
et al., 2004). 

En estudios más recientes, Liu et al. (2008) reportaron la regulación 
positiva de 206 genes al exponer plantas de maíz (Zea mays L.) a 1 mM de 
Ca(N03)z por una hora, en tratamiento del tipo "split-root", que consiste en 
dividir el sistema radical colocándolo en dos compartimentos y aplicar 
diferentes tratamientos. Estos genes están involucrados con el metabolismo 
de fitohormonas y la transducción de señales, la división y la expansión 
celular, el transporte transmembranal , el metabolismo del C y del N, la 
transferencia de electrones, la respuesta al estrés, entre otros procesos 
fisiológicos. De estos 206 genes, se obseNó que 26 codifican para 
fitohormonas o transducción de señales (respuesta a hormonas, 
transcripción génica, fosforilación y defosforilación de proteínas, etc.) lo cual 
da pauta a la elucidación de algunos de los participantes de la cascada de 
señalización en respuesta a N03-. 
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Tabla 1.3 Genes regulados por nitrato en diferentes especies 

Especie 

Arabidopsis 
thaliana 

Método Tratamiento Clasificación de genes 

Hidroponia 5 mM de Funciones desconocidas 
KN03 

Energía 
Metabolismo 
Glicólisis y gluconeogénesis 
Metabolismo de aminoácidos 
Utilización de N y S 
Transporte facilitado 
Metabolismo del N y S 
Biosíntesis de aminoácidos 
S importes 
Transportes aniónicos 
Degradación de aminoácidos del 
grupo del glutamato 
Sistema de transducción de señales 
de dos componentes 
Actividades metabólicas diferentes 
del N y S 
Degradación de aminoácidos 
(catabolismo) 

Cant. de 
genes 

66 

88 
212 
23 
53 
22 
95 
28 
39 
13 
12 
11 

17 

7 

27 

Referencia 

Wang et al., 
2004 



Especie Método Tratamiento Clasificación de genes Cant de Referencia 
genes 

Solanum Hidroponia 4.8 mM de N03· Toma y asimilación 5 Wang etal., 
lycopersicum por 12 h de N03· 2001 

Acuaporinas 5 
Transportadores de N H~ +, Pi y K 5 

Respuesta a estrés 1 
Proteínas ribosomales 8 

Especie Método Tratamiento Clasificación de genes Cant de Referencia 
genes 

Zea mays Split-root Ca(N03h 1 mM Hormonas y transducción 26 Liu etal., 
por 1 h de señales 2008 

Transportadores 13 
VJ transmembranales 
~ Transferencia de electrones 16 

División y expansión celular 5 
Metabolismo del C y N 29 
Respuesta a estrés 1 
Otras funciones 36 
Funciones desconocidas 80 
Regulados negativamente 24 



1.1.7. El NITRATO COMO MOLÉCULA SEÑAL 
Las plantas han desarrollado varios mecanismos que les permiten adquirir N 
a bajas concentraciones, así como el utilizar una amplia gama de formas de 
N tales como: N03-, NH/, urea y aminoácidos (Crawford, 1995). 

La regulación de la asimilación del N03- es una de las características de 
especial interés. Aunque el N03- sirve como la principal señal que regula su 
propia asimilación , los niveles de luz, de citocininas, de co2. los ritmos 
circadianos y los metabolitos del C y del N (como la sacarosa y la 
glutamina) también desempeñan papeles regulatorios (Crawford, 1995). 

Una de las respuestas a la exposición a N03- es la inducción de la 
expresión de genes, tales como los correspondientes a transportadores de 
N03- y de las enzimas NR, NiR, GS GOGAT-Fd (Warner & Kleinhofs, 1992; 
Crawford & Arst, 1993; Redinbaugh & Campbell, 1993; Hoff et al. , 1994). La 
inducción se produce en cuestión de minutos y en respuesta a muy bajas 
concentraciones de N03- (de hasta 1 O 1-JM). 

En 1995 aun no se habían identificado genes regulados por N03- en plantas 
superiores (Crawford , 1995). Sin embargo, existían reportes de regiones 
regulatorias actuando en cis en promotores de los genes de NiR (en 
espinaca) y NR (en Arabidopsis) , que conferían la expresión de genes 
reporteros a partir de la inducción por N03- en plantas transgénicas de 
tabaco (Rastogi et al., 1993; Lin et al., 1994). 

Se ha propuesto que el N03- es una molécula señal por inducir la expansión 
celular en hojas de Nicotiana tabacum L. Se analizó la aplicación de 
diferentes fuentes de N, encontrándose que la aplicación de NH/ provocó 
una disminución del 50 % en el número de hojas, así como una reducción 
del 30 % en el tamaño celular de las mismas. Además, redujo en un 60 % 
en el contenido de zeatina (citocininas) y este efecto se revertió cuando la 
fuente nitrogenada fue el N03- (Walch-Liu et al., 2000). Se ha demostrado 
que la participación de los reguladores de crecimiento, tales como las 
citocininas, en la morfogénesis de las hojas responde a cierta inducción por 
las formas de N. Además de la fuente de N, el N03- se ha involucrado en las 
vías de transducción de señales que regulan la morfogénesis de la hoja por 
la suplementación de citocininas a la parte aérea. Sin embargo, es posible 
que otras hormonas, tales como el ácido abscísico, el cual incrementa en el 
xilema de raíces y de hojas de Ricinus communis tratadas con NH4 + (Peuke 
et al., 1994), interactúen con las citocininas en la regulación de la 
morfogénesis de la hoja (Walch-Liu et al., 2000). 

Zhang & Forde (1998b) también analizaron el efecto del N03- aplicándolo 
de manera localizada sobre la doble mutan te de Arabidopsis (ni a 1 nia2) y 
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presenta una actividad residual de NR de 0.5 %. Se obtuvo una respuesta 
similar al tratamiento localizado de N03• en plántulas silvestres de 
Arabidopsis. Dicho resultado soporta la hipótesis de que el N03. puede 
actuar como una molécula señal por sí mismo, sin implicar el metabolismo 
del N directamente. 

Resumiendo, las plantas cuentan con mecanismos que les permiten adquirir 
N a bajas concentraciones, así como el utilizar una amplia gama de formas 
de N. Para el caso particular del N03·, éste se ha demostrado que es capaz 
de actuar como señal , ya que regula su propia asimilación . Entre las 
respuestas reportadas para la exposición a N03. se pueden mencionar la 
inducción de la expresión de genes, así como modificaciones en los 
patrones de desarrollo vegetal , tanto en parte aérea como en el sistema 
radical. Aunado a esto y considerando las condiciones nutrimentales en las 
que se desarrolla el chile habanero en la península de Yucatán y los 
antecedentes de respuesta a N03. en otras especies, se seleccionó a este 
miembro del género Capsicum como modelo de estudio, con ello se 
pretende conocer parte de los mecanismos de respuesta del chine 
habanero a la presencia de N03. y conocer su función como señal. 

1.1.8. GÉNERO Capsicum 
El género Capsicum, miembro de la familia solanácea, fue denominado en 
el siglo XVI en los herbarios europeos y adoptado por J.P. Tournefort en su 
trabajo lnstitutiones rei herbarie, publicado en 1700. Cuando Linneo escribió 
su obra "Genera plantarum", en 17 42 se continuó con esta denominación. 
La importancia económica del género Capsicum es evidente por tener 
diversas aplicaciones y una amplia distribución en las regiones templadas 
tropicales y subtropicales del mundo. La mayoría de los tipos de chiles son 
considerados como plantas anuales en los países templados, pero son 
potencialmente perennes en los trópicos, sobre todo el chile habanero (Tun , 
2001 ). 

1.1.8.1. ORIGEN DEL GÉNERO 
El género Capsicum, al cual pertenecen todos los chiles cultivados, es 
originario de los trópicos de América. Está comprendido por entre 20 y 30 
especies. Por lo menos cinco de ellas (C. annuum var. annuum, C. 
baccatum var. pendu/um, C. chinense, C. pubescens y C. frutescens) 
representan las taxas cultivadas que han sido domesticadas en diversos 
puntos geográficos (Eshbaugh, 1976). 
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1.1.8.2. CLASIFICACIÓN TAXONÓMICA 
La clasificación taxonómica para el cultivo del chile habanero es la 
siguiente: 

Clase 
Subclase 
Superorden 
Orden 
Familia 
Género 
Especie 

Angiosperma 
Dicotyledonea 
Sympetala 
Tu biflora les 
Solanácea 
Capsicum 
Capsicum chinense Jacquin 

1.1.8.3. DESCRIPCIÓN MORFOLÓGICA 
El chile es un fruto carnoso hueco, en forma de cápsula y lleno de aire en 
cuyo interior se encuentran las semillas. Cada flor produce gametos 
masculinos y femeninos y tiene de cinco a ocho pétalos, entre cinco y ocho 
estambres y de dos a cuatro pistilos (López et al., 2003). 

La altura de la planta de chile habanero es variable, pero en los cultivares 
comerciales puede oscilar entre 75 y 120 cm. Las semillas son lisas, 
ovaladas y pequeñas (2 .5 a 3.5 mm); tienen testa de color café claro a café 
oscuro y su periodo de germinación varía entre ocho y quince días (en el 
suelo). Tiene raíz pivotante, cuyo tamaño depende de la edad de la planta, 
las características del suelo y las prácticas de manejo que se le 
proporcionen ; puede alcanzar longitudes mayores a los 2 m (Tun, 2001 ). Su 
tallo es grueso, erecto, glabro y robusto. Generalmente tiene tendencia a 
formar tres tallos en la primera ramificación , la que ocurre entre la décima y 
duodécima hoja, para después continuar bifurcándose, con un crecimiento 
indeterminado. Después de la primera trifurcación muy raramente las tres 
ramas alcanzan el mismo desarrollo. Las hojas son simples, lisas, alternas y 
de forma lanceolada, de tamaño variable lo mismo que su color, el cual 
puede presentar diferentes tonos de verde dependiendo de la variedad. 
Pueden ser glabras o pubescentes; el grado de pubescencia también 
depende de la variedad. Con una nutrición adecuada se pueden alcanzar 
hojas con un tamaño superior a los 15 cm de longitud y ancho. Las flores 
son de color blanco; su tamaño varía entre 1.5 y 2.5 cm de diámetro de la 
corola. Estos órganos se emiten en cada ramificación y se pueden presentar 
racimos de hasta seis flores , dando lugar a un promedio de tres frutos (Tun, 
2001). 

1.1.8.4. DISTRIBUCIÓN GEOGRÁFICA DEL GÉNERO Capsicum 
La migración de las plantas cultivadas está ligada al traslado del hombre, 
puesto que requieren de su intervención y cuidado para sobrevivir. Cristóbal 
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Colón las llevó a España, al regreso de su primera travesía , y trajo algunas 
semillas y esquejes europeos para sembrar en las islas del Caribe, en su 
segundo viaje (Long-Solís, 1998). 

Durante el siglo XVI varias naciones desempeñaron un papel importante en 
el traslado de plantas de un continente a otro. Principalmente fueron los 
españoles, portugueses, ingleses, holandeses y turcos quienes se 
encargaron de la difusión de las plantas americanas. En el siglo XX 
encontramos casi todas las plantas americanas cultivadas distribuidas en 
los cinco continentes, algunas de ellas tan adaptadas al ambiente que es 
difícil determinar cuáles son originarias del lugar (Long-Solís, 1998). 

Después del descubrimiento de América todas las especies del género, 
principalmente C. annuum, fueron dispersadas en distintas regiones del 
mundo y rápidamente se constituyó como la principal "especia" o 
condimento de comidas típicas de muchos países, éste se encuentra 
ampliamente extendido alrededor del mundo. Los principales países 
productores se presentan en la Tabla 1.4. 

Tabla 1.4. Principales países productores de chile (FAOSTAT, 2007) 
POSICIÓN REGIÓN PRODUCCIÓN (Ton) 

1 China 14026272 F 
2 México 1890428 
3 Turquía 1759224 
4 Indonesia 1128790 
5 España 1 059500 
6 Estados Unidos 855870 
7 Nigeria 723000 F 
8 Egipto 475000 F 
9 Corea, Rep. 414136 

1 O Países Bajos 320000 
11 Ghana 279000 F 
12 Túnez 278000 
13 Argelia 268055 
14 Italia 252194 
15 Marruecos 213760 
16 Hungría 208200 
17 Israel 185942 
18 Rumania 184939 
19 Serbia 150257 
20 Japón 149600 

( ): Datos oficiales, F: Estimación FAO 
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1.1.8.5.1MPORTANCIA ECONÓMICA DEL CHILE HABANERO 
El chile habanero (C. chinense) es uno de los principales cultivos de la 
península de Yucatán y cuya producción lo convierte en un fruto tradicional 
con el cual identifican al estado en algunas regiones del país. Generalmente 
se comercializa en fresco para consumo directo o como materia prima para 
procesamiento industrial. En promedio cada año se siembran alrededor de 
411 hectáreas y se logra una producción de 1975 toneladas y una derrama 
económica de más de 14 millones de pesos en el sector primario y 100 
millones en el sector secundario. En 2004 el consumo de chile habanero 
para la venta en fresco y procesado alcanzó 1372 toneladas según datos 
proporcionados por las principales compañías comercializadoras y 
procesadoras de Yucatán (Ramírez et al., 2005). 

En el año 2004 los principales mercados nacionales donde se comercializó 
la producción de chile habanero de Yucatán fueron las centrales de abasto 
del Distrito Federal, Guadalajara, Monterrey, Tijuana, San Luis Potosí, 
Morelia, Cancún, Puebla y Oxkuztcab. Hacia los mercados internacionales 
de América se exportó a los Estados Unidos (California, Florida, Texas, 
Nueva York, Oregon, Nuevo México y Massachusetts), Canadá y Cuba. 
Para los mercados europeos, se exportó chile habanero a España (Madrid, 
Barcelona, Zaragoza y Valencia) e Inglaterra (Londres) . Para los mercados 
de Asia, se exportó principalmente a Japón, país que ha iniciado una 
estrateg ia de mercado sumamente interesante y atractiva para establecer 
negocios relacionados con la industria del ch ile habanero (Ramírez et al., 
2005). 

El incremento en la demanda del chile habanero, y la poca disponibil idad de 
materia prima ha dado lugar a las iniciativas para aumentar la superficie del 
cultivo por parte de las autoridades del Gobierno del Estado de Yucatán , 
autoridades de diferentes municipios, industriales, empresarios particulares 
y pequeños productores. Durante décadas el chile habanero fue cultivado 
en la Península de Yucatán (Campeche, Quintana Roo y Yucatán) y en 
Belice. Sin embargo, por la gran demanda, otros estados lo están 
produciendo. Entre estos se incluyen Sinaloa, Tamaul ipas, Veracruz y 
Tabasco. A nivel internacional , la producción comercial de chile habanero se 
ha ampliado a otras regiones del continente americano entre los que 
destacan los países como República Dominicana, Jamaica, Trinidad y 
Tobago, Costa Rica, Colombia, Estados Unidos y Holanda, entre otros 
(Ramfrez et al., 2005). 

Los usos de los frutos de chile habanero, ya sea en fresco o procesados, 
son múltiples. Aparte del consumo en fresco, cocido o como condimento o 
"especia" en comidas típicas de diversos países, existe una gran gama de 
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productos industriales que se usan en la alimentación humana; congelados, 
deshidratados, encurtidos, enlatados, pastas y salsas. 

El chile habanero se caracteriza por contenidos muy altos de capsaicina. La 
capsaicina se usa como saborizante en la preparación de ciertas carnes 
frías, como repelente contra mamíferos depredadores, en la agricultura y en 
la ganadería menor, como sustancia activa de las pinturas y como 
estimulante en la industria farmacéutica. Es también componente básico del 
llamado "pepper gas", utilizado en el campo militar y de los atomizadores 
contra asaltantes (Islas-Flores et al., 2005). 

1.1.8.6. CARACTERÍSTICAS DE CRECIMIENTO DEL CHILE HABANERO 
EN EL ESTADO DE YUCATÁN 
El suelo, sin lugar a dudas, es un factor fundamental para la producción del 
chile habanero, ya que influye de manera determinante en su calidad (el que 
se produce en suelos pedregosos tiene mayor periodo de vida de anaquel 
que el que se produce en suelos profundos). Pero, por otro lado, desde el 
punto de vista de eficiencia, es más económico producirlo en suelos 
profundos, como los luvisoles y con mejores rendimientos que los obtenidos 
en suelos pedregosos (Ramírez et al., 2005). 

La península de Yucatán se destaca por la ausencia de marcados niveles 
orográficos. Sus suelos se agrupan en ocho órdenes principales: entre los 
que se encuentran los correspondientes a la serie de los litosoles y 
rendzinas líticas (en los cuales su color varía de negro, rojo o café rojizo) . 
Otro grupo de suelos son los vertisoles, su textura es arcillosa, su relieve 
plano, con drenaje superficial lento e interno muy lento. Por último, los 
mejores suelos para fines agrícolas, son los luvisoles ródicos y crómicos de 
la clasificación FAO/UNESCO (Ramírez et al., 2005). 

Los suelos predominantes del estado de Yucatán son los delgados y 
pedregosos, como los litosoles y rendzinas, que en sus formas puras 
abarcan más del 43 % y al incluir las asociaciones superan el 95 %. En los 
suelos luvisoles se ubican las áreas con mayor potencial productivo en la 
entidad y permiten una gran diversificación de la agricultura, ya que en ellos, 
si se cuenta con riego, se pueden producir granos básicos como maíz, frijol 
y sorgo durante todo el año; en la época de temperaturas más bajas, de 
octubre a febrero es factible producir algunas hortalizas como tomate, 
sandía, el melón, chile, cilantro, remolacha y colinabo, entre otras (Ramírez 
et al., 2005). 

Los suelos más favorables para el cultivo de chile habanero, son aquellos 
bien drenados y con buena retención de humedad. En consecuencia, deben 
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evitarse los suelos con texturas extremas. En el estado de Yucatán los 
suelos más apropiados para el desarrollo del chile habanero, desde el punto 
de vista de productividad son los luvisoles, que son susceptibles de 
mecanización , presentan muy buen drenaje, de bajo a mediano el contenido 
de materia orgánica y baja retención de humedad; las asociaciones de 
luvisoles con rendzinas y cambisoles también se consideran como óptimos 
pero solo en un 10 %, ya que el otro 90 % se considera como subóptimos 
por su pedregosidad ; las rendzinas y sus asociaciones por el grado de 
pedregosidad fueron considerados como subóptimos y como no aptos a los 
vertisoles, regosoles y gleysoles, así como a sus asociaciones (Ramírez et 
al., 2005). 

Dada la importancia que presenta la captación y asimilación de los 
nutrimentos, particularmente de nitrógeno, para el desarrollo de las plantas, 
las condiciones precarias , nutrimentalmente hablando, a las que se 
enfrentan algunos cultivos , situándose en el entorno en que se desarrolla el 
chile habanero en Yucatán , y considerando el que no existen reportes sobre 
los mecanismos génicos y fisiológicos de las modificaciones de su sistema 
radical ante la presencia de los diferentes nutrimentos, el ch ile habanero 
resulta ser un modelo interesante para evaluar el efecto de la distribución 
heterogénea de nitrógeno inorgánico sobre las raíces de C. chinense. 
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1.2. HIPÓTESIS 
Si el N03-, actuando como una señal, induce proliferación del sistema radical 
en Arabidopsis y cereales, es probable que también la raíz de Capsicum 
chinense Jacq. pueda percibir localmente este nutrimento, desencadenando 
una expresión génica diferencial, que conduzca a una mayor formación y 
elongación de rafees laterales en la zona expuesta al N03-. 

1.3. OBJETIVOS 

1.3.1. OBJETIVO GENERAL 
Estudiar el efecto de condiciones heterogéneas de N03- sobre el sistema 
radical de Capsicum chinense Jacq. 

1.3.2. OBJETIVOS PARTICULARES 
l. Evaluar los cambios en la arquitectura de raíz de plántulas de 

Capsicum chinense Jacq. expuestas a condiciones heterogéneas 
de N03-. 

11. Estudiar la función del N03- como molécula señal en el sistema 
radical de Capsicum chinense Jacq. 

111. Estudiar la expresión génica diferencial en el sistema radical de 
Capsicum chinense Jacq . inducida por la presencia de N03- . 

1.4. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 
La estrategia experimental se esquematiza en la Figura 1.1 O y consistió en 
lo siguiente: 

OBJETIVO l. 
Para evaluar los cambios en la arquitectura de la raíz de Capsicum 
chinense Jacq. expuestas a condiciones heterogéneas de N03-, se utilizaron 
plántulas de entre 4 y 5 días después de germinadas. Los experimentos se 
realizaron en el modelo de cajas de agar segmentadas (descrito por Zhang 
& Forde, 1998), exponiendo únicamente una región de la raíz primaria a 1 
mM de KN03 (segmento medio). Como testigos se utilizaron tratamientos en 
los que el N03- se aplicó de forma homogénea (a toda la caja) o en 
segmentos diferentes al de los tratamientos (superior e inferior) . En todos 
los tratamientos, se utilizó un testigo, en el cual el N03- fue sustituido por 1 
mM de KCI. Para estudiar la sensibilidad de la raíz de chile habanero a la 
presencia de N03-, se desarrolló un experimento dosis-respuesta en las 
cajas de agar segmentadas, usando dosis desde 1 O ¡..tM hasta 1 O mM de 
N03-. También, con el objetivo de conocer el comportamiento dentro de la 
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especie, se evaluó la respuesta radical dentro de una pequeña colección de 
accesiones de C. chinense. En todos estos experimentos, se evaluó el 
crecimiento de la raíz primaria y el número y longitud de las rafees laterales, 
durante diferentes intervalos de tiempo y hasta los 1 O días de tratamiento. 
Los resultados obten idos en estos experimentos se describen en el Capítulo 
11 de la presente tesis. 

OBJETIVO 11. 
Para abordar el estud io de la función del N03- como molécula señal en el 
sistema rad ical de Capsicum chinense Jacq., se utilizaron dos estrateg ias: 
una fue el uso de un inhibidor de la nitrato reductasa (NR) , el tungstato 
(WO/), y la otra fue usar el NH/ , el cual es producido durante la 
asimilación del N03-. Estos experimentos también fueron rea lizados en el 
modelo de cajas de agar segmentadas. Para el experimento con WO/ , 
éste se adicionó en el segmento medio de las cajas , junto con el KCI 
(testigo) o el N03- (tratamiento) , e inicialmente se real izó una curva dosis 
respuesta con el mismo, para seleccionar la dosis en la cual se obtuviera 
una inhibición de la NR, sin afectarse el crecimiento de la raíz primaria. Bajo 
estas cond iciones también se evaluó el crecimiento radical , como se 
describe anteriormente. 
Los resultados obten idos en estos experimentos se describen también en el 
Capítu lo 11 de la presente tesis. 

OBJETIVO 111. 
Para estudiar la expresión gemca diferencial en el sistema radical de 
Capsicum chinense Jacq. inducida por la presencia de N03-, se extrajo el 
ARN de los ápices (1 cm) de raíces de ch ile habanero expuestas por 
tiempos cortos a N03- (0 , 1, 2 y 4 hr) . En este experimento se util izaron 
plántulas de ch ile habanero de 30 a 45 días después de germinadas y 
creciendo en cond iciones de hidroponia. Se evaluaron los niveles de 
expresión de 48 genes que previamente fueron obtenidos a partir de 
suspensiones celu lares , raíces u hojas de chile habanero. Para el estud io se 
utilizó la técnica de hibridación diferencial. 
Los resultados que se obtuvieron en esta parte de la tesis, se describen en 
el Capítulo 111 del documento. 
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Curva dosis-respuesta 
[0.01 , 0.05, 0.1, 1, 2.5, 
5 y 10 mM de NOs' ] 

Sensibilidad dentro 
de la especie 

Capsicum chinense 

Establecimiento del 
modelo experimental 

(condiciones 
heterogéneas de NO i ) 

Evaluar el efecto 
del No3• en presencia 

de wo4·2, un inhibido 
de la NR 

Evaluar el efecto del 
NH4, un producto de 
la asimilación del N03 

Estudiar los 
cambios en la 

expresión génica 

Figura 1.10. Esquema del diseño experimental para evaluar el efecto de 
nitrato sobre el sistema radical de C. chinense. 
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CAPÍTULO 11 

Exogenous nitrate induces root branching and inhibits 
primary root growth in Capsicum chinense Jacq.* 

Teresita de Jesús Celis-Arámburo, Mildred Carrillo-Pech, Lizbeth Castro­
Concha, María de Lourdes Miranda-Ham, Manuel Martínez-Estévez, lleana 
Echevarría-Machado 

11.1. ABSTRACT 
The effects of nitrate (N03-) on the root system are complex and depend on 
severa! factors, such as the concentration available to the plant, endogenous 
nitrogen status and the sensitivity of the species. Though these effects have 
been widely documented on Arabidopsis and cereals, no reports are 
available in species of the Capsicum genus. In this paper, we have 
determined the effect of an exogenous in vitro application of this nutriment 
on root growth in habanero pepper (Capsicum chinense Jacq.). Exposure to 
1 mM N03- inhibited primary root growth in both, dose- and time-dependent 
manners; however, not all accessions of habanero pepper were affected 
similarly. The highest inhibition was attained with 0.1 mM N03- between the 
fourth and fifth day of treatment. lnhibition of primary root growth was 
observed by exposing the root to both homogeneous and heterogeneous 
conditions of the nutriment; in contrast, ammonium was not able to induce 
similar changes. Heterogeneous N03-application stimulated the formation 
and elongation of lateral roots in the segment where the nutriment was 
present, while the opposite for LR formation happened where its 
concentration was low. This effect was also not observed in all accessions. 
These results demonstrate that habanero pepper responds to N03- in a 
similar fashion as other species with certain particular differences. 
Therefore, studies in this model could help to elucidate the mechanisms by 
which roots respond to N03- in fluctuating soil environments. 

11.2. ABBREVIATIONS 
LR, lateral root; NR, nitrate reductase; PR, primary root 

*Estos resultados forman parte de un artículo que se aceptó para su publicación en 
la revista Plant Physiology and Biochemistry. 
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11.3. INTRODUCTION 
Plants integrate information from the environment to trigger responses that 
lead to the formation of new roots and shoots. This dynamic developmental 
strategy allows the plant to capture available soil resources, on which it is 
totally dependent. 

Unfortunately, spatial and temporal availability of nutriments in the soil , 
particularly nitrogen (N) , are highly heterogeneous (Owen & Jones, 2001 ; 
Miller & Cramer, 2004; Bloom et al., 2006). N is the mineral element that 
most limits crop productivity due to its high requirement, indicating that it 
may play a significant role in the integration of root responses to nutriment 
gradients. 

When root systems are exposed to heterogeneous conditions of N03-, lateral 
root proliferation is observed in the segment exposed to the nutriment, 
whereas inhibition is detected where there is a N03- deficit (Hackett, 1972; 
Drew et al., 1973; Drew, 1975; Drew & Saker, 1975; Gran ato & Raper, 1989; 
Scheible et al. , 1997; Zhang & Forde, 1998; Zhang et al., 1999; Linkohr et 
al., 2002). In cereals, this proliferation appears to be ca u sed by an increase 
in both the number and the elongation rate of lateral roots (LR) as observed 
in wheat (Hackett, 1972), barley (Drew et al., 1973; Drew, 1975; Drew & 
Saker, 1975) and maize (Granato & Raper, 1989). However, in Arabidopsis 
the results are contradictory: some report a stimulation in the elongation 
rate, but not the number of LR in the N03- enriched segment (Zhang & 
Farde, 1998; Zhang et al., 1999), while so me others describe stimulation of 
both processes (Linkohr et al. , 2002). 

LR growth can also be inhibited by N03- , which can be observed not only in 
segments exposed to a N03- deficiency under heterogeneous conditions, but 
also in N03--rich segments (2: 1 O mM) in both heterogeneous and 
homogeneous conditions (Zhang & Farde, 1998; Zhang et al., 1999; S ignora 
etal., 2001). 

The primary root (PR) appears to be less sensitive to this ion , as has been 
determined under heterogeneous conditions in cereals (Drew et al., 1973; 
Drew, 1975; Drew & Saker, 1975; Granato & Raper, 1989) and in 
Arabidopsis (Zhang & Farde, 1998; Linkohr et al., 2002). In contrast, 
homogeneous exposure to N03- (1 mM) inhibited PR growth in Arabidopsis 
in an age-dependent manner (Linkohr et al., 2002), as well as in maize, in 
concentrations ranging up to 0.1 mM (Zhao et al. , 2007) or even at doses;:: 
0.5 mM (Tian et al., 2005; Tian et al., 2008). However, Zhang & Farde 
(1998) failed to observe this effect, even at doses of 50 mM N03-. Different 
genotypes displayed varying sensitivity to N03- (Tian et al. , 2005). N03-
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directly stimulated PR growth in Arabidopsis when placed on the root tip and 
this effect depended on the studied accession (Walch-Liu & Farde, 2008). 

lt has been suggested that the N03. ion acts itself directly as a signaling 
molecule to regulate localized LR elongation (Zhang & Farde, 1998; Zhang 
et al., 1999). Nevertheless, a systemic inhibitory effect seems to be 
mediated by signals derived from the interna! N status (Farde, 2002). 

Although N03. sensors and the signaling pathways mediating these effects 
are not fully characterized , in recent years the roles of some important 
components involved in root response to N03·, particularly in Arabidopsis, 
have been described. lt has been suggested that the N03. transporters 
NRT1 .1 and NRT2.1 could actas N03. sensors. NRT1 .1 mutants are unable 
to promote an increased LR proliferation in patches enriched with N03·; this 
effect is mediated by the transcription factor ANR1 (Remans et al., 2006a). 
In Medicago truncatula , an NRT1 transporter seems to be involved in both 
PR and LR development in response to N03. (Yendrek et al., 201 0) . 
Furthermore, NRT2.1 has been implicated in controlling LR initiation in 
response to low supplements of N03. (Remans et al., 2006b) and LR 
repression in response toa high C/N high ratio (Little et al., 2005). 

Two protein kinases that are induced by N03·, CIPK8 and CIPK23, seem to 
play key roles in the N03. signaling pathway. While CIPK8 positively 
regulates N03--induced gene expression (Hu et al. , 2009), CIPK23 is a 
negative regulator (Ho et al., 2009). 

The role of phyto-hormones in N03. response has also been extensively 
studied. Auxin is considered an excellent candidate for mediation of N 
signaling due to its importance in LR initiation and development (Farde, 
2002 ; Fukaki & Tasaka, 2009). Auxin levels vary in response to N03. 
treatment, correlating with changes in root growth (Walch-Liu et al., 2006; 
Tian et al., 2008). 

On the other hand, cytokinins appear to act as local or long distance 
signaling molecules in response to N03. (Miyawaki et al., 2004; Matsumoto­
Kitano et al., 2008). The N supply leads to an increase in cytokinin levels in 
various species (Singh et al., 1992; Samuelson & Larsson, 1993; Wagner & 
Beck, 1993; Takei et al., 2001 ; Kiba et al., 2011 ), which can be associated 
with a reduced PR and LR growth as well as LR formation (Werner et al., 
2003; Tian et al., 2005). 

Other phyto-hormones, such as abscisic acid (ABA) (Signara et al. , 2001 ; 
Zhang et al., 2007; Shkolnik-lnbar & Bar-Zui , 2010; Yendrek et al., 2010) 
and ethylene (Tian et al., 2009), could also be involved in the N03·-mediated 
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signaling pathways, particularly in inhibitory events in response to high 
concentrations of N03-. 

The effect of N03- on the root system has largely been characterized in 
Arabidopsis and cereals. However, there are very few studies in others 
families, such as Solanaceae. For instance, tomate root growth shows a 
hyperbolic response to soil inorganic N levels: very few roots were found in 
soil blocks depleted of inorganic N, and then roots began proliferating with 
increasing levels of inorganic N up to a point, to finally decrease in soil 
containing high levels of inorganic N (Bloom et al., 2003). 

Root growth in tobacco transformants with low nitrate reductase (NR) activity 
showed a two to three fold reduction when exposed to homogeneous 12 mM 
N03- concentration , compared to those grown at 0.2 mM. However, when 
the nutriment was applied in a heterogeneous manner, root growth was 
much higher in the part exposed to 12 mM N03- than in that in contact to 0.2 
mM (Scheible et al., 1997). 

Since the effects of N on root system architecture are complex and depend 
on severa! factors, among them the plant species, it is important to broaden 
the knowledge of these to other plant families to learn about conservation 
and/or specificity in response mechanisms. The aim of this work was to 
study the effect of an exogenous in vitro N03- application on the root system 
of habanero pepper (C. chinense) , a species belonging to the Capsicum 
genus of the Solanaceae family. 

11.4. MATERIALS ANO METHODS 

11.4.1. PLANT MATERIAL 
C. chinense cv. Orange seeds (Seminis Vegetable Seeds, lnc. 2700 Camino 
del Sol , Oxnard, CA 93030, USA) were used in most of the experiments. 
Other accessions, namely NP4EC, P1115C (cv. Orange), S5B (cv. Orange), 
Timul 2-1 (cv. Orange), MR-8 (cv. Red) and R4 (cv. Red) , were collected in 
different parts of Yucatan. 

11.4.2. GROWTH CONDITIONS 
Seeds were surface sterilized for five minutes in 80 % ethanol (v/v) followed 
by four rinses with sterile distilled water and placed for 15 minutes in diluted 
commercial bleach [30 % (v/v), Cloralex™, Allen Distribuidora SA de CV]. 
Seeds were then rinsed again four times with sterile distilled water and left to 
imbibe for 48 hours in water at 4°C in the dark. 
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Seeds were germinated by placing them in 9-cm petri dishes contain ing a 
th in cotton layer covered with filter paper moistened with sterile distilled 
water. The dishes were placed in the dark at 25°C. Once the rad icle 
protruded, seeds were transferred to 9-cm petri dishes, oriented vertical ly 
and placed in a growth room under a photoperiod of 16 h light/8 h dark at 
25°C, and a light intensity of approximately 50.26 ¡.tmoles m-2 seg-1

. Growth 
medium (-NI ) contained 23 mM MES (pH 5.7), 0.5 % (w/v) sucrose, 1 % 
(w/v) agar-agar and 1:50 85 medium salts (Gamborg et al., 1968), from 
wh ich N was removed in the form of KN03 and (NH4)2S04. To compensate 
for th is removal, 1 mM KCI was added , and 0.01 mM NH4N03 acted as the 
sole nitrogen source. 

11.4.3. HETEROGENEOUS OR HOMOGENEOUS N03- TREATMENTS 
The effect of a heterogeneous distribution of N03- on the root system 
architecture was fol lowed under aseptic conditions on segmented agar 
plates (Zhang & Forde, 1998). Habanero pepper seedl ings with a 20 mm­
long PR growing in low levels of N03- (0.01 mM NH4N03, -NI medium) were 
transferred to 9-cm petri dishes contain ing -NI medium that had been divided 
into three segments separated by a distance of approximately 3 mm. The 
top and middle segments were each 15 mm wide. In order to apply the N03-

patch, 50 ¡.ti of a 100 mM stock solution of whether 1 mM KCI (control) or 1 
mM KN03 (treatment) were added to the middle segment and allowed to 
diffuse throughout overnight at 25 oc. The seedl ings were placed on the 
surface of the agar so that approximately 2 mm from the apex were in 
contact with the middle segment where N03- treatment was applied 
(heterogeneous -+-) . An in verted heterogeneous (heterogeneous +-+) 
experiment was performed in which the top and bottom segments were 
adjusted with 1 mM KN03, and seedlings were placed in a position similar to 
that described above. 

For the dese-response experiments, KCI or KN03 concentrations in the 
middle segment were adjusted to 0.01 , 0.05, 0.1, 1, 2.5, 5 or 1 O mM. In the 
case where ammonium (NH/) was used , the middle segment was adjusted 
to 0.01 , 0.1, 0.5 or 1 mM NH4CI. 

For the homogeneous treatment, the petri dishes contained -NI medium with 
either 1 mM KCI (control) or 1 mM KN03 (treatment). These boxes were not 
segmented, and the seedlings were placed in a position similar to that of the 
segmented plates, using as reference lines that were drawn on the back of 
the boxes, that simulated three segments of segmented plates. 
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11.4.4. EFFECT OF TUNGSTATE ON THE ROOT RESPONSE TO N03. 
The effect of N03• patches on the root system was evaluated in the presence 
of tungstate, a NR inhibitor. Segmented plates were used , and a dose 
response experiment was performed to determine the threshold 
concentration that would not affect PR growth, where the middle segment 
was adjusted to 1 mM KCI (control) + O, 0.025, 0.050, or 0.1 mM Na2W04 . 

The chosen concentration was 0.050 mM Na2W04, which was applied only 
in the middle segment. Molybdate (Na2Mo04) was present in all segments at 
a concentration of 0.02 ¡.tM (basal concentration) . 

11.4.5. EVALUATION ANO ANALYSIS OF RESUL TS 
Daily PR growth was recorded at the same hour at which the seedlings were 
placed in treatment (day 0) . Measurements were made with a ruler directly 
on the petri dish or aided by a stereoscope (leica MZ FLIII) . Root growth 
was photographed on the first, fifth and tenth day of treatment using images 
(Epson Perfection 3490 Photo, Seiko Epson) to a resolution of 300 dpi. To 
report the onset of visible LR formation (larger than 0.5 mm), seedl ings in 
petri dishes were monitored daily with a stereoscope. 

At the final day of evaluation (day 1 0) , the number and length of the LR were 
recorded aided with a stereoscope. To measure total PR length, the roots 
were spread out on an agar plate with the help of a clamp. 

For all experiments, three seedlings were placed in each plate and at least, 
five plates were used per treatment. Experiments were repeated at least 
twice. 

11.5. RESUL TS 

11.5.1. EFFECT OF HETEROGENEOUS N03. CONDITIONS ON PR 
GROWTH 
In order to examine the adaptive response of habanero pepper's root system 
to local N03. patches, seedlings were pre-grown on agar plates with a low 
N03• concentration (0 .01 mM) and transferred to plates that were divided 
into three segments so that the PR apex was placed just below the first gap, 
in contact with the middle segment (Zhang & Forde, 1998). Treatment with 1 
mM KCI had no effect on PR growth compared to controls with H20 . 

PR growth of seedlings exposed to heterogeneous conditions of N03. was 
lower (49.6 ± 2.6 mm) than those exposed to KCI (57.8 ± 1.5 mm) after 10 
days (Fig. 2.1A). When assessing the effect of these conditions over time, 
no differences in PR growth were observed between the seedl ings exposed 
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to KCI or KN03 during the first three days of exposure (Fig . 2.1 8) . However, 
after this day, an inh ibitory effect was observed in the treated seedlings. This 
difference became more marked between the fourth and fifth day (Figs. 2.1 B 
and C) , when PR growth of KN03 exposed seedlings was 70 % lower than 
that of the control. Cumulative growth on the fifth day of seedlings placed in 
heterogeneous N03- conditions was 16 % lower (36.3 ± 1.4 mm) than its 
control counterparts (43.4 ± 1.0 mm). A similar effect was observed for 
seedlings growing under homogeneous N03- conditions (Figs. 2.1A, B and 
C) . 
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Figure 2.1. Response to N03- of PR growth in habanero pepper seedlings. 
Seedlings were grown either under a N03--rich patch (heterogeneous -+-) or 
homogeneous conditions, using 1 mM KN03 (treatment) or KCI (control) , as 
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indicated in Materia/s and methods. (A) PR growth after 10 days of 
exposure. (B) Cumulative PR growth in the first 5 days. (C) Photograph 
showing seedlings growth either in heterogeneous or homogeneous N03-

conditions after 5 days. Black dots indicate daily PR growth. Values 
represent mean ± SE, n = 15-21 seedlings. Asterisk represent significant 
differences based on Tukey's test, P< 0.01(**) or P<0.05 (*) . 

PR growth inhibition was dose dependent. The highest inhibition was 
obtained between the fourth and fifth day of treatment. Low N03- doses (0 .01 
and 0.05 mM) did not affect growth; however, the highest inhibitory effect on 
growth occurred between the fourth and fifth day with 0.1 mM N03- (Fig . 
2.2A). The use of higher concentrations , ranging from 2.5 to 10 mM N03-

showed inhibition values that were not significantly different from those 
obtained with 0.1 mM. 

An alternative source of inorganic nitrogen (NH/) provoked different effects 
on PR growth, which were both dose- and time-dependent, from the ones 
observed for N03-. Exposure to 0.01 mM NH/ resulted in an increase 
(approximately 20 %) in growth between the fourth and fifth day compared to 
control seedlings (Fig . 2.28) . At a dose of 0.1 mM NH/, there was no 
significant effect on growth , while at high doses (0.5 and 1 mM NH/), an 
inhibitory effect was noted. However, this inhibition was lower (about 40 %) 
than that caused by N03- (approximately 70 %) (Figs. 2A and 8) . When 
analyzing cumulative growth during the first five days of treatment, no 
significant changes were observed at doses between 0.01 and 0.1 mM 
NH/, and only a slight decrease at higher doses (Fig . 2.28). 
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Figure 2.2. Response to N03- or NH4 + supply of PR growth in habanero 
pepper seedlings. Seed/ings were cu/tivated during 5 days under 
heterogeneous conditions (-+-), N03- concentration range (A ; O. 01 , O. 05, O. 1, 
1, 2.5, 5 and 10 mM) or NH/ (8; 0.01 , 0.1 , 0.5 and 1 mM) in the middle 
segment, as specified in Materia/s and methods. Data are expressed as 
percentages of PR growth in KCI. PR growth after 5 days (• , 100% = 42.36 
± 1.09 mm), and PR growth between 4th and 5th day (o, 100% = 6.67 ± 0.17 
mm). Va/ues represent mean ± SE, n = 12-15 seedlings. 

11.5.2. EFFECT OF HETEROGENEOUS N03- CONDITIONS ON LR 
FORMATION ANO GROWTH 
Under the described conditions, the first visible LR (longer than 0.5 mm) 
appeared after 5 days of treatment. This behavior was similar in all 
treatments, and in general, LR formation in habanero pepper was scarce (a 
maximum of six LR per seedling) by day 1 O. Exposure to heterogeneous 
N03- conditions stimulated LR formation in the PR segment exposed to the 
nutriment (Fig. 2.3A) . However, the LR number decreased when PR reached 
the bottom segment where it was not in direct contact with N03- (Fig . 2.3A) . 
These results indicate that unlike the localized stimulatory effect, the 
inhibitory effect of N03- on LR formation is systemic. 

Total LR length was also higher in the middle segment (four-fold higher) 
where they were exposed to 1 mM N03- compared to control seedlings , 
whereas no significant differences between treatment and control were 
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observed in the bottom segment (Fig . 2.38) . The average LR length for 
control seedlings in the middle segment was 6.50 ± 0.50 mm (n = 2 roots) , 
which was significantly lower than that in the treated seedlings (17.34 ± 1.98 
mm, n = 29 roots) . Data indicate that the increase in total LR length (Fig . 
2.38) was not due solely to an increase in root number, but to a N03-

stimulation of LR growth . No significant differences in the average LR length 
in the bottom segment between the treatment (4 .50 ± 1.52 mm, n = 5 roots) 
and control (2.91 ± 0.53, n = 17 roots) were found . 

A 1.4 

1.2 

... 1.0 
Cl) 

J:l 
E 0.8 

::l z 0.6 

a::: 
...J 0.4 

0.2 

0.0 

B 

'E 30 

.S .... 
J: 
g> 20 
Cl) 

...J 
a::: 
...J 

iü 
10 

.... o 
1-

o 
Middle Bottom 

1 

- 1mMKCI 
c:::J 1 mM KNO¡ 

Middle Bottom 

Segment Segment 
Figure 2.3. Effect of N03- localized supplies on LR number and elongation in 
habanero pepper seedlings. Seedlings were placed on plates divided into 
three segments (top, middle and bottom), where 1 mM KCI (control) or 1 mM 
KN03 (treatment) was added to middle segment (heterogeneous application, 
-+-) and the LR number (A) or total LR length (8) were measured in each 
segment after 1 O days. No LR were formed in the top segment. Data 
represent mean ± SE, n = 15-21 seedlings. Asterisks represent significant 
differences based on Tukey 's test, P< 0.001(**) or P<0.05 (*) . 

To exclude the notion that increased LR production in the middle segment 
resulted from a higher degree of PR development and not from the localized 
treatment, the effect of an homogeneous application of KN03 was tested , 
along with the application of N03- to the top and bottom segments 
(heterogeneous inverted distribution, +-+ ). 

Homogeneous application to the entire PR stimulated LR formation and this 
was observed not only in the area that would have corresponded to the 
middle segment of the heterogeneous conditions , but also in the bottom 
segment (Table 1 ). Under the homogeneous conditions, fewer seedl ings (37 
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%) were not able to form LR in response to N03-, but up to four LR were 
formed in the bottom segment, when compared to exposure under 
heterogeneous conditions , in which 85 % of the seedlings did not form roots 
and no more than two were formed in this segment (Table 1 ). 

By applying N03- to the top and bottom segments (heterogeneous inverted 
distribution, +-+) , localized stimulation was observed , which dependent on 
the presence of nutriment, particularly at the bottom end; some treated 
seedlings produced up to five LR in this segment (Table 1 ). 

Table 2.1. Effect of N03- on LR formation in C. chinense. Seedlings were 
grown either under heterogeneous (-+- or +-+) or homogeneous (- or +) 
conditions, using 1 mM KN03 (+, treatment) or KCI (-, control) . Values 
represent LR number per seedling evaluated after 1 O days of treatment in 
each segment. Numbers in parentheses are the percentage of seedlings that 
had this LR number, where 30 seedlings correspond to 100 %. 

#LR/seedling (seedlings percent with this LR number) 
HOMOGENEOUS HETEROGENEOUS 

SEGMENT -KN03 +KN03 KN03 (-- -) KN03 (-+-) KN03 (+-+) 

Top 

Middle 

Bottom 

o (1 00%) o (1 00%) o (1 00%) o (1 00%) o (93.02%) 

o (58.33%) o (25.00%) o (92.86%) 
1 (29.16%) 1 (41 .66%) 1 (7.14%) 
2 (12.50%) 2 (33 .33%) 

o (37.50%) o (37.50%) o (57.15%) 
1 (41 .66%) 1 (33.33%) 1 (28 .57%) 
2 (20.83%) 2 (20.83%) 2 (10.71 %) 

3(4.16%) 3 (3.57%) 
4 (4.16%) 

o (29.64%) 
1 (33.33%) 
2 (33.33%) 
3 (3.70%) 

o (85.19%) 
1 (11 .11 %) 
2 (3.70%) 

1 (4.65%) 
2 (2.33%) 

o (88.37%) 
1 (11.63%) 

o (20.93%) 
1 (30.23%) 
2 (25.58%) 
3 (16.28%) 
4 (4.65%) 
5 2.35% 

Homogeneous N03- application stimulated LR formation in the middle and 
bottom segments, compared to control plants homogeneously treated with 
KCI (Fig. 2.4A). However, when N03- treatment was applied in the middle 
segment, growth was stimulated approximately 15-fold in comparison to the 
control , and even reduced LR number in the bottom end (Fig. 2.4A). Uneven 
application of NH/ was not as successful as N03- in stimulating LR 
formation , and no roots were detected in the bottom segment (Fig. 2.4A). 

Though homogeneous N03- application increased LR growth in the middle 
and bottom segments, the heterogeneous exposure stimulated growth 
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approximately four times in the middle segment and did not induced a 
significant effect in growth in the bottom one (Fig . 2.48). On the other hand, 
the effect obtained with NH4 + in the middle segment was similar to the one 
obtained for the homogeneous N03- treatment (Fig . 2.48). 
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Figure 2.4. Effect of NH4 + and N03- (uniform or /ocalized supply) on LR 
proliferation. Seedlings were placed in plates with a homogeneous KN03 

concentration (1 mM) or in plates divided into three segments (top, middle 
and bottom), with 1 mM KN03 or 1 mM NH4CI applied into the middle 
segments. In controls, KN03 or NH4CI were substituted by 1 mM KCI. The 
LR number (A) and length (B) were evaluated after 1 O days of treatment in 
each segment (mean ± SE, n = 12-15 seedlings) . In the homogeneous 
treatment, segments were spatial/y simulated by fines drawn on the back of 
the p/ates, as shown in Fig. 2. 1 C. Data are expressed as fold to controls 
with KCI, where one fold was: in A, O. 54 ± O. 15 LR in homogeneous KCI or 
O. 07 ± O. 05 LR in heterogeneous KCI, both in middle segment, and O. 83 ± 
O. 16 LR in homogeneous KCI orO. 61 ± O. 16 LR in heterogeneous KCI, both 
in bottom segment; in B, 7. 75 ± 1. 56 mm in homogeneous KCI or 6. 50 ± 
0.50 mm in heterogeneous KCI, both in middle segment, and 2.67 ± 0.47 
mm in homogeneous KCI or 4. 13 ± O. 90 mm in heterogeneous KCI, both in 
bottom segment. NF (non-formed, no LR were formed in NH4 + treatment) . 
Asterisks represent significant differences based on Tukey's test, P< 0.001 . 

11.5.3. DIFFERENTIAL SENSITIVITY TO N03- EXPOSURE IN Capsicum 
chinense Jacq. 
A small collection of habanero pepper accessions was screened in arder to 
establish the universality of the response to N03- exposure, and the degree 
of variability among genotypes. Seedlings from six different accessions of C. 
chinense were exposed to the heterogeneous N03- treatment in segmented 
plates. There were great variations in PR growth among the accessions after 
five days of exposure. PR from accessions P1115C and 858 grew about 30 
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mm, whereas others, such as those of R4 and MR-8, grew 65 and 50 mm, 
respectively (Fig . 2.5A). Nevertheless, and in the same manner as in the 
Seminis accession, these also showed an important inh ibition of PR growth 
between the fourth and fifth day of treatment, but the percentages differed 
among them , ranging from a modest 13% (MR-8) to values as high as 70% 
(NP4EC) (Fig . 2.58) . 

A - 1mMKCI 
= 1mMKNO, 

60 

T 

E 
E 
:;; 40 

~ 
. 
T 

Cl 

0:: 
0.. 20 

o 
B 10 

T T 

8 
T 

T 

E 
.§. 

6 .r:. 
~ 
!:! 
Cl 

0:: 
4 

0.. 

2 

o 
fyú <,ú .,<~> ,. .... 11:''0 ~ 

g"' ...... <:; 
~ ~ 

~ q" ..... ,~ 

Figure 2.5. PR response to externa/ N03- of six habanero pepper 
accessions. Experiment was done using the heterogeneous scheme under 
similar conditions used in Fig. 2.3. (A) PR growth after 5 days of treatment. 
(8) PR growth between 4 th and 5 th days of treatment. Values represent mean 
± SE, n = 15 seedlings. Asterisks represent significant differences based on 
Tukey 's test, P< 0.001 (***),P< O. 01 (**) , or P<O. 1 (*) . 

In accessions P1115C, Timul 2-1 and NP4EC, LR formation was unaffected 
by N03. treatment, whereas this parameter increase in all the other 
accessions (Fig. 2.6A) . There were also important differences in LR length 
after exposure to No3· in all the accessions studied . LR growth was not 
significantly affected in NP4EC, P1115C, S5B and MR-8, while it was 
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maximal in Timul 2-1 and R4 (Fig . 2.68) . These results demonstrate that 
even when the general response to N03- is inhibition of PR growth, there is 
an intraspecies root response to this nutriment in Capsicum (Fig . 2.6C). 
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accessions. Experiment was done using the heterogeneous scheme under 

69 



similar conditions used in Fig. 2.3. (A) LR number in middle segment, 
evaluated after 10 days. (8) Total LR length in the middle segment, 
evaluated at same day. (C) Photograph shows representative seedlings of 
three accessions growing for 1 O days in heterogeneous conditions from 
control (KCI) or treatment (KN03). Values represent mean ± SE, n = 15 
seedlings. Asterisks represent significant differences based on Tukey 's test, 
P< 0.01(**), or P<0.1 (*) . 

11.5.4. EFFECT OF TUNGSTATE OF ON THE RESPONSE TO N03. IN 
HABANERO PEPPER ROOT SYSTEM 
The fact that roots respond differentially to NH/ and N03. suggest that 
changes in its root system result from a direct effect of N03• and not from its 
metabolism. To further investigate this, tungstate, a NR inhibitor, was used. 
An initial dese-response experiment showed that PR growth was inhibited at 
0.1 mM tungstate but not to those lower than or equal to 0.050 mM (Figure 
S2.1). 

Therefore, to evaluate the effect of N03. in the presence of this inhibitor, 
seedlings were exposed to 1 mM KCI plus 0.05 mM Na2W04 (control) or 1 
mM KN03 plus 0.05 mM Na2W04 (treatment) in the middle segment. 

The presence of tungstate inhibited NR activity by approximately 45 % in 
habanero pepper roots (Figure S2.2). Tungstate did not affect accumulated 
PR growth in the N03--treated plants with respect to control. PR growth was 
significantly inhibited after 4 days exposed to 1 mM KN03 , consistent with 
our previous experiments without tungstate (Fig . 2. 7 A). On the other hand, 
the presence of the NR inhibitor did not affect LR formation either (Fig. 
2.78) . However, the most important effect of the use of tungstate translated 
in a greatly lowered LR growth in response to N03. in the middle segment 
(Fig. 2.7C). 
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11.6. DISCUSSION 

11.6.1. EFFECT OF N03"0N PR GROWTH 
There are widespread notions about the effects that N03- supplements have 
on the root system, one is that they modify the radicular architecture, altering 
LR number and length, and also that PR is less sensitive to th is nutriment. 
However, we have demonstrated that habanero pepper's PR is highly 
sensitive to the presence of N03- (Figs. 2.1 and 2.2) . PR growth is inhibited 
by N03- concentrations as low as 0.1 mM (Fig. 2.2). This inhibition occurs in 
a very narrow window of time, specifically between the fourth and fifth day of 
treatment and does not depend on the manner in which the nutriment is 
applied , whether heterogeneously or homogeneously. Though th is effect 
could be observed in all pepper accessions studied , the degree of inh ibition 
differed among them (Fig. 2.5). 

So far, no such effect has been reported in other plant species in the same 
period of time when the experiment took place in agar dishes, particularly 
under heterogeneous conditions. 

In Arabidopsis, inhibition of PR growth has been observed when N03- is 
applied homogeneously at high concentrations (50 mM), but not in a range 
between 0.1 and 1 O mM (Signara et al., 2001 ). Contrastingly, Zhang & Forde 
(1998) were unable to observe this inhibition, even up to 50 mM N03-. lt is 
noteworthy to mention that some experimental conditions, such as type of 
accession, sucrose concentration and exposure period were different, which 
could explain the discrepancies in results . However, PR growth in 
Arabidopsis is not inhibited at N03- concentrations as low as those reported 
here for habanero pepper (Guo et al., 2001 ; Castaings et al., 2009; Hu et al., 
2009 ; Tian et al., 2009). There are even reports that 0.05 mM N03- can 
stimulate PR growth in Arabidopsis, but this effect was dependent on the 
accession used (Walch-Liu & Forde, 2008). 

On the other hand, a reduction in PR length in response to N03- under 
homogeneous conditions was observed in Medicago truncatula at a dose of 
1 mM N03- after three weeks of treatment (Yendrek et al., 201 0) , as well as 
in Zea mays at doses equal or higher to 5 mM N03- (Tian et al. , 2005; Zhao 
et al., 2007; Tian et al., 2008). 

Our results suggest that inhibition of habanero pepper PR growth is not a 
short-term response to N03-, since it occurred between the fourth and fifth 
day of exposure, which may indicate that various signals that trigger the 
process are converging either within this time frame, or immediately before 
it. Coincidentally, on the fifth day, the first LR became visible in all 
treatments . Under these conditions, reduced PR growth could be a result of 
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competition for assimilates, in wh ich a portian of these resources have been 
diverted towards LR formation and/or shoot growth , and thus sacrificing PR 
growth. 

lt is known that the allocation of carbon skeletons plays a definite role in LR 
development in the presence of N03-, whether by a preferential transport of 
soluble carbohydrates to the zone which favors LR development (Drew & 
Saker, 1975) or a reduced translocation that limits root growth (Bloom et al., 
2003), or even a strong inhibition of starch synthesis in tobacco leaves 
(Scheible et al., 1997). In the case of habanero pepper, it seems to be 
unlikely that a competition for photosynthates is the cause for PR inhibition , 
as no correlation was found between this inhibition and an increased LR 
production and elongation in response to N03- in the different accessions 
studied. For instance, accession NP4EC had a poor response to N03- in 
terms of LR formation and elongation , but showed the highest PR growth 
inhibition recorded between the fourth and fifth day, whereas accession R4 
produced a large LR number, which were also longer, in response to N03-, 
although PR growth inhibition was about half that observed in NP4EC (Figs. 
2.5 and 2.6). 

The effect of N03- on the habanero pepper PR can be a specific event that 
requires no further change in other components of the root system. This 
could be observed in accessions NP4EC and P1115C, where their only 
response to N03- was to inhibit PR growth, no effect on LR production and 
elongation was registered (Figs. 2.5 and 2.6) . 

NH/ was not able to produce the same effects on PR as N03- (Fig. 2.2B). 
These results suggest that N03-, but not a product of its assimilation , is 
responsible for inhibiting PR growth. However, treatment with tungstate, a 
NR inhibitor, is able to restare growth to levels similar to the control (Fig. 
2. 7 A) . Therefore, it is not possible to put asid e the effect of metabolites 
produced from N03-, which may be contributing to this response. 

Since the inhibitory effect of N03- on PR growth could be observed in all 
seven accessions studied, but to a different level in each one, it is likely that 
levels of exogenous and/or endogenous N03- may be regulating phyto­
hormone translocation and/or signaling in the root tip, and thus, 
development. The role of phyto-hormones in the effect of N03- on PR has 
been reported in maize, where indoleacetic acid levels (IAA) decreased in 
the phloem and apex of the root upon accumulation of endogenous N03-. 
This reduction was greater after three days of exposure to 1 O mM N03- (Tian 
et al., 2008). In Medicago truncatula , reduction in PR length appears to be 
mediated by a nitrate transporter NRT1 , which is regulated by auxins, 
cytokinins andABA (Yendrek et al., 2010). 
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N03- induces expression of the auxin receptor AFB3 at the apex of the root 
of Arabidopsis, allowing it to play a role in phyto-hormone signaling. 
However, mRNA levels of AFB3 decline rapidly after induction due to its 
regulation by the microRNA miR393, which is induced by NH/ and 
glutamate (Vid al et al., 201 0) . lf this type of regulation occurs in the 
habanero pepper, it could represent a mechanism to adjust radicular growth 
in a fast and accurate manner depending on the interna! and externa! 
availability of N03-. 

Cytokinin levels can be effectively modified by N03-, both in the leaves and 
the roots (Miyawaki et al. , 2004; Takei et al., 2004; Tian et al., 2005; Garnica 
et al., 201 O; Kiba et al., 2011 ). They al so appear to play an important role in 
regulating PR growth (Takei et al., 2001 ; Werner et al. , 2003), as is the case 
in one particular maize variety. This effect was the opposite in a different 
variety, where cytokinin levels did not increase, and the PR was not 
sensitive to this concentration of N03-. Root growth was inhibited upon 
exogenous application of cytokinins (Tian et al., 2005). In Arabidopsis and 
tobacco, N03- has been shown to reduce cytokinin levels through 
overexpression of the genes encoding the enzyme responsible for 
degradation of cytokinins, resulting in an increase in the PR length (Werner 
et al., 2001 ; Werner et al., 2003). 

In addition to phyto-hormones, proteins such as kinases and transcription 
factors could be involved in the response to N03- of habanero pepper PR. 
Mutants of protein kinases (Hu et al., 2009) and transcription factors 
(Castaings et al., 2009) are insensitive to the inhibitory effect of N03- in 
Arabidopsis. lnterestingly, the mutant protein kinase, cipkB, showed an 
increase in PR growth when exposed to 0.1 mM N03- (Hu et al., 2009), a 
sensitivity similar to that found in habanero pepper. 

11.6.2. N03- EFFECT ON LR PROLIFERATION 
When habanero pepper root was exposed to N03- under heterogeneous 
conditions, both the number and length of LR increased in the nutriment­
enriched patch (Figs. 2.3 and 2.4) , as have been described for cereals 
(Hackett, 1972; Drew et al., 1973; Drew, 1975; Drew & Saker, 1975; Gran ato 
& Raper, 1989) and Arabidopsis (Linkohr et al., 2002). There is a 
contradictory report in Arabidopsis where stimulation of LR elongation, but 
not their number, in the segment exposed to N03- was observed (Zhang & 
Farde, 1998). 

This localized LR proliferation was specific for N03- and did not depend on 
the degree of PR development in the area exposed to N03-. Stimulation of 
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LR formation seems to be mediated directly by N03- as this effect was 
observed in the presence of tungstate, an NR inhibitor (Fig. 2.78). However, 
stimulation of LR elongation was not observed in the presence of tungstate 
(Fig. 2. 7C), suggesting that at least in part, the response to N03- m ay 
require that this ion to be metabolized. In Arabidopsis, however, LR 
elongation in response to N03- is produced by the ion itself that interacts 
with ANR 1, a transcription factor (Zhang & Farde, 1998; Zhang et al., 1999). 

In our study, a systemic inhibition of LR number in the lower segment was 
recorded where the nutriment was absent; however, the total length of these 
roots was not affected (Fig . 2.3) . This result indicates that PR growth 
inhibition, described previously, is not a generalized effect, it is specific for 
N03- on the growth of these roots. In contrast, in Arabidopsis a 30 % 
reduction in LR growth was observed in the segment that did not contain this 
ion (Zhang & Farde, 1998). 

The role of phyto-hormones and their interaction may also be important to 
trigger localized proliferation and systemic inhibition of LR in response to 
N03- in habanero pepper. Auxins play a central role in LR formation and 
growth (Nibau et al., 2008; Fukaki & Tasaka, 2009; Overvoorde et al., 2010), 
and they seem to be important in mediating this process. 

N03--induced expression of the AFB3 gene in the pericycle suggests that 
N03- may regulate auxin signaling in this location (Vidal et al., 201 0) . When 
afb3 mutants are exposed to N03-, they show a decrease in LR density 
compared to wild type plants (Vid al et al., 201 0) . 

NRT1 .1 transporter facilitates auxin transport away from the root tip. When 
N03- levels are low, NRT1 .1 prevents the accumulation of auxin in the apex 
and therefore, inhibits LR growth ; with increasing levels of N03-, inhibited 
auxin transport activity of NRT1 .1 leads to an accumulation of this phyto­
hormone resulting in LR growth (Krouk et al., 2010). The characteristics of 
this transporter family in the genus Capsicum and their role as auxin 
transporters are still unknown. 

Furthermore, it has been reported that cytokinins and ABA can play an 
important role in mediating the N03- response, mainly by inhibiting LR 
formation and growth. lncreasing cytokinin levels in response to this ion 
inhibit LR formation primordia in Arabidopsis, possibly through a disturbance 
in the auxin gradient (Laplaze et al. , 2007) and in Medicago truncatula 
(Gonzalez-Rizzo et al., 2006). However, more evidence is needed to relate 
cytokinins to the regulation of root architecture in response to N03-
availability. 
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The inhibitory effect of N03- on LR development requires ABA synthesis, 
since it may play a key role in the integration of multiple regulatory signals 
(Signora et al., 2001) . 

Although phyto-hormones may play similar roles among various species in 
regulating root growth, their levels, localization in response to environmental 
conditions and cellular sensitivity to them may be completely different, 
leading to specific responses. Phyto-hormone content and changes in 
response to various environmental factors have not been studied in the 
habanero pepper root. 

Though Arabidopsis and habanero pepper are both eudicots, they have 
different growth characteristics . Tomate seedlings, which belong to the 
Solanaceae family as habanero pepper, growing in petri dishes for ten days 
had a two-fold increase in PR growth when compared to Arabidopsis, while 
LR initiation index was three times lower (Dubrovsky et al. , 2009). These 
differences in growth may reflect different behaviors. 

Surprisingly, LR proliferation, both formation and elongation, in patches 
enriched with N03- was not a generalized event in all accessions of 
habanero pepper: sorne were capable of increasing local LR growth and 
number (cv. Orange Seminis , 858, Timul 2-1 and R4) , one accession was 
able to increase the number but not the elongation of LR (MR-8) , and others 
were insensitive to the local presence of N03-, without modifying LR 
production and elongation (NP4EC and P1115C) (Fig. 2.6) . 

Interna! status of N03- may be a fundamental factor for inducing different 
behaviors regarding root development among species. Endogenous levels of 
N03- in NP4EC seedlings were higher than those reported for cv. Orange 
(Seminis), i.e. two to four times higher contents in the root and leaf, 
respectively, grown under different conditions of N03-. 

Overall , responses to N03- in habanero pepper. may be particular to this 
species, such as the general inhibitory effect on PR growth at low nitrate 
doses, reflecting that PR is highly sensitive to this nutriment, and that though 
LR proliferation in patches enriched with N03- may occur, it is not a general 
response in this species. Given the multiple roles of phyto-hormones in No3· 
signaling in other species, it is necessary to study how these might be 
interacting in habanero pepper root to trigger the observed responses and 
whether differences in levels or cellular sensitivity could explain the 
observed variation among the studied accessions. lt would also be important 
to understand the contribution of the endogenous N status to this response. 
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CAPÍTULO 111 

Cambios en la expresión génica en el sistema radical de 
Capsicum chinense Jacq. inducidos por nitrato 

111.1 INTRODUCCIÓN 
El chile habanero (Capsicum chinense Jacq.) es una hortaliza de gran 
importancia económica para el estado de Yucatán. En esta zona del país se 
cultiva en suelos con una alta concentración de materia orgánica, un pH 
entre 7.5 y 8.5, concentraciones limitantes de N y P, y que presentan altas 
concentraciones de K (Ramírez et al., 2005). En los estudios fisiológicos 
realizados (Capítulo 11) , se observó que el N03- indujo una serie de 
respuestas en el sistema radical de C. chinense: estimuló localmente la 
formación y la elongación de las raíces laterales (RL), inhibió el desarrollo 
de la raíz primaria (RP) en función del tiempo e inhibió sistémicamente la 
formación de RL en los segmentos sin N03-. 

Se ha reportado que el N03- es una molécula señal que induce 
modificaciones en el desarrollo fisiológico de las plantas y que dichas 
modificaciones se presentan en un orden determinado (Redinbaugh & 
Campbell , 1991 ). Los autores anteriormente mencionados describen la 
existencia de una respuesta primaria ante la presencia de N03-, la cual 
incluye la inducción de genes que codifican a: las enzimas nitrato y nitrito 
reductasa (NR y NiR, respectivamente) , a los sistemas de toma y 
traslocación de N03- y a las proteínas involucradas en procesos regulatorios 
requeridas para la expresión de sistemas de genes de respuesta 
secundaria. La respuesta secundaria a la presencia de N03- consiste en un 
fenómeno más complejo, como la proliferación del sistema radical , el 
incremento de la tasa de respiración y otros cambios fisiológicos en la 
planta (Redinbaugh & Campbell, 1991 ). 

Durante la respuesta primaria a N03- se induce la expresión de genes que 
codifican a enzimas que participan en la asimilación del N03-, así como a 
transportadores de N03-, tales como CHL 1 y NRT2.1, dichos genes son 
rápidamente inducidos (entre 0.5 y 1 hrs) por 250 f.JM de N03- (Wang et al., 
2003). Se ha observado la misma respuesta primaria a N03- en presencia 
de inhibidores de proteínas (Redinbaugh & Campbell, 1993), así como en 
plantas mutantes en la enzima NR (Deng et al., 1989), lo cual indica que la 
respuesta observada se debe al N03- per se y que no se requiere la síntesis 
de proteínas de novo. Se han comenzado a determinar la identidad 
molecular de los componentes señalizadores que participan en la respuesta 
a N03-. Por ejemplo, el factor de transcripción ANR1 está involucrado en la 
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regulación de la arquitectura de raíz en respuesta a N03- (Zhang & Forde, 
1998). Además, en estudios recientes se reportan como posibles 
reguladores de la respuesta primaria a N03- a los factores de transcripción 
NLP7 (Castaings et al. , 2009) y a una proteína tipo calcineurina (CBL-) que 
interacciona con una cinasa CIPK8 (Hu et al., 2009). 

En estudios realizados con una biblioteca de ADNc en Solanum 
lycopersicum, Wang et al., (2001) reportaron cambios en la expresión de 
115 genes por la exposición a N03-. Se identificaron genes que se indujeron 
por la presencia de este ión, tales como: transportadores de N03-, las 
enzimas NR y NiR, así como las siguientes enzimas: transaldolasa, 
transcetolasa, malato deshidrogenasa, asparagina sintetasa, 6-
fosfogluconato deshidrogenasa, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, 
ferredoxina , ferredoxina NADP oxidoreductasa e histidina decarboxilasa. La 
regulación por N03- de estos genes había sido previamente reportada para 
Arabidopsis (Wang et al., 2000). A su vez, identificaron 14 genes cuya 
expresión no había sido relacionada previamente con la respuesta a N03-

en Arabidopsis, incluyendo: acuaporinas, transportadores de fostato y de K, 
genes potencialmente involucrados en la regulación transcripcional , genes 
de respuesta a estrés, genes de proteínas ribosomales y genes con 
funciones desconocidas (Wang et al., 2001 ). 

Años más tarde , Wang et al. (2004) realizaron otro análisis de expresión de 
genes en respuesta a N03- y en esta ocasión utilizaron una mutante nula de 
la NR de Arabidopsis. El análisis reveló la expresión de 595 genes en 
respuesta a N03- (5 mM por 2 hrs) , tanto en plantas mutantes como en 
plantas silvestres. Las características funcionales de mayor relevancia en 
las que se agruparon estos genes fueron : energía, metabolismo, gl icólis is y 
gluconeogénesis. Dado que dichos genes respond ieron 
independientemente de la activ idad de la NR, estos autores consideraron 
que el N03-, y no un metabolito posterior de su ruta metabólica, actuó como 
una señal. 

En estudios más recientes, Liu et al. , (2008) reportaron la regulación 
positiva de 206 genes al exponer plantas de maíz (Zea mays L.) a 1 mM de 
Ca(N03)2 por una hora. Estos genes están involucrados en diferentes 
procesos celulares como: el metabolismo de fitohormonas y la transducción 
de señales, la división y la expansión celular, el transporte transmembranal , 
el metabolismo del C y del N, la transferencia de electrones, la respuesta al 
estrés, entre otros procesos fisiológicos. Del total de estos genes, se 
observó que 26 cod ifican a genes implicados en respuesta a hormonas, 
transcripción génica, fosforilación y defosforilación de proteínas, etc. 
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Como ya se ha reportado, el N03- genera diversas modificaciones en los 
patrones de expresión génica en diferentes especies, en el caso particular 
de la familia de las solanáceas, solo se ha estudiado el efecto del N03- en 
Solanum lycopersicum (Wang et al., 2001 ), por lo que resulta de sumo 
interés el anal izar la respuesta de un miembro más de dicha familia , C. 
chinense, principalmente por el efecto observado a nivel fisiológico (capítulo 
11) y por las respuestas diferenciales con respecto a los resultados 
reportados para Arabidopsis thaliana. 

111.2 MATERIALES Y MÉTODOS 

111.2.1 Obtención del material vegetal 
Se utilizaron semillas de C. chinense cv. Naranja, de la compañía Seminis 
Vegetable Seeds, lnc. 2700 Camino Del Sol , Oxnard, CA 93030, USA Las 
semillas se esterilizaron superficialmente por 5 minutos en etanol al 80 % 
(v/v) . Después de cuatro lavados con H20d estéril , permanecieron 15 
minutos en Cloralex (Distribuidora Allen S.A. de C.V.), diluido al 30 % (v/v) y 
nuevamente se lavaron por cuatro ocasiones con H20d estéril. En todos los 
pasos anteriores se sometieron a agitación suave. Todos los procedimientos 
se realizaron en campana de flujo laminar. Después de terminado el 
proceso, se almacenaron por 48 h en H20d estéril , en oscuridad a 4 °C. 

Para la germinación , las semillas estériles, se colocaron en recipientes con 
agrolita humedecida con H20d (20 semillas/recipiente) , en condiciones de 
oscuridad , a 24 ± 2 °C por nueve días. Después de este tiempo, las 
plántulas se mantuvieron durante 45 días en hidroponía, en condiciones de 
fotoperiodo 16/8 h (luz/oscuridad) a 24 ± 2 °C, con riegos cada tercer día 
con H20d estéril y cada seis días con medio Hoagland (Arnon & Hoagland, 
1952) modificado a 1/5 de su fuerza iónica, constituido por: 500 1-JM CaCI2, 
12.5 1-JM H3803, 1 1-JM MnS04· H20 , 1 1-JM ZnS04, 0.5 1-JM CuS04·6H20 , 0.1 
1-JM Na2Mo04.2H20 , 10 1-JM Fe-EDTA, 200 1-JM KH2P04, 200 1-JM MgS04 y 1 
mM KN03 (Richard-Molard et al., 2008) . 

111.2.2 Aplicación del tratamiento de nitrato 
Las plántulas de 45 días después de germinadas fueron transferidas al 
mismo medio descrito; sin embargo, el KN03 fue sustituido por 1 mM de 
KCI. Después de tres días, las plántulas se expusieron a 1 mM de KN03 
durante O, 1, 2 y 4 h. Para llevar a cabo el análisis de la expresión 
diferencial , se colectaron los ápices radicales (1cm desde el ápice) y se 
congelaron en nitrógeno líquido, almacenándose a -80 oc hasta su 
utilización. 
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111.2.3 Extracción del ARN 
Para la extracción del ARN se utilizaron de 70 a 90 mg de los ápices 
radicales (1 cm) de las plántulas sometidas a los diferentes períodos de 
tratamiento y se extrajo el ARN total, siguiendo el protocolo descrito en el kit 
"RNeasy Plant Mini Kit" (Qiagen). El ARN extraído se cuantificó 
espectrofotométricamente, y se evaluó la integridad en una electroforesis en 
geles de agarosa. 

111.2.4 Obtención de la sonda 
Para la obtención de las sondas se utilizaron aproximadamente 0.4 1-Jg del 
ARN extraído a partir de las raíces sometidas al tratamiento. Para el 
marcaje de la sonda se realizó la transcripción reversa del ARN , utilizando 
el oligo-dT y la transcriptasa reversa SuperScript™ 111 (lnvitrogen) en 
presencia de digoxigenina-11-dUTP (marcaje alcalino, Roche) . Para el 
protocolo, se siguieron las recomendaciones del fabricante . 

111.2.5 Obtención de la población de los ADNc para la hibridación 
Para el estudio se utilizaron las secuencias de 48 genes de C. chinense, 
descritos en la tabla 3.1, de los cuales 45 habían sido previamente 
obtenidos en el laboratorio del Dr. José Juan Zúñiga, dos en el laboratorio 
del Dr. Manuel Martínez y uno en el laboratorio de la Dra. lleana Echevarría. 

Se realizó una PCR (Polymerase Chain Reaction) para la amplificación de 
cada uno de estos genes. Se utilizaron dos juegos de cebadores , uno para 
los que se encontraban clonados en el plásmido pGEM y el otro para los 
que se encontraban en pTRipiEx2, los cuales fueron reportados por 
Nakazawa et al., (201 0). Las condiciones de PCR fueron las siguientes: 94 
oc, 2 min , 1 ciclo; 94 oc, 30 seg, 55 oc, 30 seg , 72 oc, 1 min 45 seg, 45 
ciclos, 72 °C, 1 O m in , 1 ciclo (pGEM) y 94 oc, 2 m in, 1 ciclo; 94 oc, 30 seg, 
68 oc, 1 min, 72 oc, 2 min , 40 ciclos, 72 oc, 10 min, 1 ciclo (pTRipiEx2). 

111.2.6 Hibridación y detección de la expresión diferencial de genes 
Las membranas de nylon (Zeta-Probe, BIO-RAD) se cortaron al tamaño 
necesario (7 .8 x 11 .5 cms) y se hidrataron con H20d. Los productos de PCR 
se desnaturalizaron a 100 oc por 5 min con NaOH 0.4 M y EDTA 10 mM, pH 
8 y se aplicaron aproximadamente 200 ng a cada membrana de nylon 
utilizando un sistema de microfiltración bio-dot® (BIO-RAD). Es necesario 
destacar que se prepararon cuatro membranas, para hibridizar con las 
sondas provenientes de los tiempos de tratamiento O, 1, 2 y 4 horas, 
respectivamente. Posteriormente, las membranas se humedecieron en 
solución 2x SSC (1 x SSC es 0.15 M de NaCI y 0.015 M de citrato de sodio a 
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pH 7) el ADN se fijó a la membrana, utilizando luz UV. Para realizar la 
prehibridación, las membranas se colocaron en recipientes herméticos con 
la solución de hibridación Church (amortiguador fosfatos 0.5M, pH 7.2, SDS 
7 %, 1 mM de EDTA, pH 8 y 1 %de BSA) durante toda la noche (12 ± 2 h) , 
a 65 oc con agitación suave. 

Las sondas marcadas fueron colocadas a 100 oc por 5 m in , para la 
desnaturalización de la doble cadena. Se adicionaron a la solución de pre­
hibridación y se dejaron hibridar a 65 oc durante 12 ± 2 h, con agitación 
suave. Después de este período, se eliminó la solución de hibridación y las 
membranas se sumergieron en la solución de lavado 2x SSC (2x SSC, 
SDS 0.1 %) por 20 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se 
realizaron cuatro lavados secuenciales de 20 min a 65 oc cada uno, en las 
siguientes soluciones: 2x SSC, 0.5x SSC, 0.22x SSC y 0.1x SSC. 

Las membranas se equilibraron durante 1 minuto con la solución de lavado 
(Tween 20 y ácido maleico, pH 7) , adicionando posteriormente 5% de leche 
descremada por una hora a temperatura ambiente. Se adicionó el 
anticuerpo Anti-Digoxigenin-AP Fab Fragments (0 . 75 U/1-JI , Rache) a razón 
de 1:15000 y se incubó a temperatura ambiente durante 60 minutos. 

Se realizaron tres lavados con la solución de lavado por 15 min a 
temperatura ambiente. Posteriormente, se eliminó la última solución de 
lavado y se añadió la solución de detección (100 mM de Tris-HCI pH 9.5 y 
100 mM de NaCI) durante 2 m in a temperatura ambiente. Se retiró la 
solución de detección y se añadió el sustrato quimioluminiscente CSPD 
(Disodio 3-(4-metoxispiro {1 ,2-dioxetano-3,2'(5'-cloro )triciclo[3. 3.1.13

'
7

] 

decan}-4-yl)fenil fosfato, Rache Diagnostics) y se dejó reaccionar durante 5 
min. Las membranas se expusieron a un film durante 25 ± 1 min a 37 oc y 
éste se reveló. Para la interpretación de los resultados obtenidos, se 
realizaron análisis densitométricos, utilizando el programa lmage J. Dado 
que el experimento se repitió en dos ocasiones, el juego de membranas 
proveniente de cada repetición fue sometido a este análisis por separado. 
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Posición 
Clave 

Nombre Función 
Sitio de 

Origen EM8L donación 

A1 AJ879936 
Proteína asociada a un receptor putativo 

Reg pTRipiEx2 Suspensiones celulares (RAP-putativo) 
A2 AJ879115 Proteína relacionada a patogénesis (PR10) Res pTRipiEx2 Suspensiones celulares 

A3 AJ878871 PR10 Res pTRipiEx2 Suspensiones celulares 

A4 - PR10 Res pTRipiEx2 Suspensiones celulares 

A5 - PR10 Res pTRJpiEx2 Suspensiones celulares ' 

A6 PR10 Res pTRipiEx2 Suspensiones celulares 

81 AM900559 Proteína no expresara de los genes lnt pGEM Suspensiones celulares 
relacionados a pagoténesis 1 (NPR1) 

<O 82 AJ879117 ACC oxidasa Met pTRip1Ex2 Suspensiones celulares ' o 
83 AJ879119 Esteras a Met pTRipiEx2 Suspensiones celulares 

B4 AJ879121 Glutatión S-transferasa-1 (GST-1) Met pTRip1Ex2 Suspensiones celulares • 

85 AJ879071 0-6-desaturasa Met pTRipiEx2 Suspensiones celulares 

86 AJ879069 0-6-ácido graso desaturasa (FAD-6) Met pTRip1Ex2 Suspensiones celulares 

C1 AJ879066 Peroxidasa aniónica (Px aniónica) Res pTRipiEx2 Suspensiones celulares 

C2 AJ879067 GST/peroxidasa (GST-Px) Res pTRlplEx2 Suspensiones celulares 



Posición 
Clave 

Nombre Función 
Sitio de 

Origen 
EMBL clonación 

C3 AJ973135 Glutatión peroxidasa (GPx) Res pTRipiEx2 Suspensiones celulares 

C4 AM040268 Citosol malato deshidrogenasa (CMDH) Ene pTRlpiEx2 Suspensiones celulares i 

C5 Transportador de potasio (HAK 9) Trp pGEM Raices3 

C6 AM040276 Oxidasa unida a FAD U ni pTRlp1Ex2 Suspensiones celulares 1 

01 Proteína de sorteo vacuolar (VPS26) Loe pGEM Hojas 

02 Asparaginasa Met pGEM Hojas 

03 - Transportador de nitrato (NRT2) Trp pGEM Raices2 

04 AM040266 Proteína 14-3-3 Com pTRipiEx2 Suspensiones celulares 

05 - Nitrato Reductasa (NR) Met pGEM Hojas 

<O 06 Omitina descarboxilasa (ODC) Met pTRlpiEx2 Suspensiones celulares 
-" E1 AM040271 Glutatión S-transferasa-12 (GST-12) Met pTRip1Ex2 Suspensiones celulares 

E2 AM900560 Factor de transcripción WRKY (WRKY) Tra pGEM Suspensiones celulares 

E3 AM040274 Proteína putativa con dedos de zinc Uní pTRipiEx2 Suspensiones celulares 
(ZFP putat ivo) 

E4 AJ608158 MAP cinasa 1 (MAPK-1) Com pGEM Suspensiones celulares 

E5 AJ608159 MAP cinasa 2 (MAPK-1) Com pGEM Suspensiones celulares 

E6 AJ608160 MAP cinasa 3 (MAPK-1) Com pGEM Suspensiones celulares 1 



Posición 
Clave 

Nombre Función 
Sitio de 

Origen EMBL clonación 
F1 AM040277 Factor de repl icación A (RF-A) Cic pTRipiEx2 Suspensiones celulares 

F2 AJ879116 Metalotioneína Res pTRip1Ex2 Suspensiones celulares 

F3 AJ879065 Proteína transportadora tipo ABC (ABC) Trp pTRipiEx2 Suspensiones celulares 

F4 AJ879118 Poliubiquitina Mod pTRipiEx2 Suspensiones celulares 

F5 AJ879070 Enzima conjugada a ubiquitina Mod pTRipiEx2 Suspensiones celulares 1 

F6 AM040267 Proteína inducida por fosfato Com pTRipiEx2 Suspensiones celulares 

G1 - Cinasa relacionada a embriogénesis Com pGEM Suspensiones celulares 
somática (SERK) 

G2 AJ879120 Proteína inducida por ácido araquidónico Com pTRipiEx2 Suspensiones celulares 1 

G3 AM040273 Proteína de respuesta a etileno lnt pTRipiEx2 Suspensiones celulares 1 

CD G4 AM040278 Proteína inducida por auxinas lnt pTRipiEx2 Suspensiones celulares 1 N 

G5 - Transportador de potasio (HAK 2) Trp pGEM Raíces3 

G6 AJ879062 Proteína de pared celular-1 Bio pTRip1Ex2 Suspensiones celulares 1 

H1 AM168448 Actina Loe pGEM Suspensiones celulares 

H2 AJ879072 Proteína tipo extensina Loe pTRipiEx2 Suspensiones celulares 

H3 AJ879068 Proteína ñbosomal L37a Sin pTRipiEx2 Suspensiones celulares 

H4 AM040269 Alcohol deshidrogenasa (ADH) Ene pTRipiEx2 Suspensiones celulares 



co 
w 

Posición 
Clave 

Nombre EMBL 
HS AJ879064 V-ATPasa 

H6 - 14-3-3 Proteína (R27) 
1 Genes obtenidos en el laboratorio del Dr. José Juan Zúñiga 
2 Gen obtenido en el laboratorio de la Dra. lleana Echevarría 
3 Genes obtenidos en el laboratorio del Dr. Manuel Martínez 

Función 
Sitio de 

Origen clonación 
Ene pTRipiEx2 Suspensiones celulares 

Com pTRip1Ex2 Suspensiones celulares 

Función: Met-metabolismo; Ene-Energía; Cíe-Ciclo celular y procesamiento del ADN; Ira-transcripción; Sin­
Síntesis de proteínas; Mod-Modificaciones postraduccionales; Uní-Proteínas de unión o que requieren un cofactor; 
Reg-Regulación del metabolismo y funcionamiento de las proteínas; Trp-transporte celular. facilitadores de 
transporte y rutas de transporte; Com-comunicación celular/mecanismos de transducción de señales; Res-rescate 
de las células, defensa y virulencia; lnt-interacción sistémica con el ambiente; Bio-biogénesis de los componentes 
celulares; Loe-localización subcelular. Las funciones de los genes obtenidos en el laboratorio del Dr. José Juan 
Zúñiga (') habían sido previamente reportadas (Nakazawa ef al., 2010). 



111.2.7 Análisis de la expresión diferencial de genes por PCR tiempo 
final 
Para confirmar los resultados obtenidos en el experimento de hibridación se 
seleccionaron dos de los genes con mayores modificaciones en los niveles 
de transcritos (vps26 y v-atpasa) y dos de los genes que codifican para 
proteínas participantes en el metabolismo (nr) o el transporte del nitrógeno 
(nrt2) y se validaron a través de PCR tiempo final. 

Se diseñaron cebadores específicos para cada uno de estos genes: 

vps26: 

v-atpasa: 

nr. 

nrt2: 

F:5'-GATGGAAGTCGGTATTGAAG-3' y 
R:5 '-ATCTCAAGTGCCAACATCTC-3'; 
F:5'-TTCAACTCCTTTTAGCTGCC-3' y 
R:5 '-TACGTGCCTTAATATGCCTT-3'; 
F:5'-CCAACAGGCAAGCCCAAGAC-3' y 
R: 5'-GTTCTGTCCA TGGA TCTTCT -3 '; 
F:5'-GCTGCCGCCCCTTTAGTCCC-3' y 
R: 5'-ACGCAA TTCTCCAAGCAGTG-3'. 

Los oligonucleótidos se utilizaron para realizar PCRs (Polymerase Chain 
Reaction) con diferentes cantidades de ciclos para seleccionar el número de 
ciclos adecuado para el análisis de la expresión de cada uno de los genes. 
Las condiciones finales de PCR fueron las siguientes: 

vps26: 96 oc, 1 min , 1 ciclo ; 94 oc, 30 seg , 51 .8 oc, 30 seg , 72 oc, 30 seg, 
25 ciclos , 72 oc, 1 O m in , 1 ciclo, 

v-atpasa: 96 oc, 2 min , 1 ciclo; 94 oc, 30 seg , 52.2 oc, 30 seg , 72 oc, 25 
seg, 25 ciclos, 72 oc, 1 O m in, 1 ciclo, 

nr: 96 oc, 1 min , 1 ciclo; 94 oc, 30 seg , 52.4 oc, 30 seg , 72 oc, 20 seg , 30 
ciclos , 72 oc, 1 O m in, 1 ciclo, 

nrt2: 96 oc, 1 min, 1 ciclo; 94 oc, 30 seg , 55.6 °C, 30 seg, 72 oc, 30 seg, 30 
ciclos , 72 oc, 1 O m in , 1 ciclo. 

111.3 RESULTADOS 

El trabajo se desarrolló con el objetivo de conocer si la presencia exógena 
de N03- puede inducir cambios en la expresión de genes en las raíces de C. 
chinense. Para ello , inicialmente las plántulas de chile habanero fueron 
expuestas a un déficit de N03- durante tres días y posteriormente se les 
aplicó 1 mM de KN03. Para la evaluación de la expresión génica se 
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seleccionaron periodos de tiempo cortos de exposición al nutrimento, de tal 
manera que fuera factible evaluar respuestas tempranas inducidas por N03-. 

A su vez, para el estudio se seleccionó sólo el ápice radical de las plántulas 
de C. chinense, debido a la importancia que reviste esta estructura en la 
percepción de diferentes condiciones ambientales (gravedad, obstáculos, 
nutrimentos, etc.) . 

Los genes analizados se seleccionaron a partir de una colección de genes 
anteriormente reportados para C. chinense. Además, se tuvo en 
consideración el abarcar diversos procesos: metabolismo, energía, ciclo 
celular y procesamiento del ADN, transcripción , síntesis de proteínas, 
modificaciones postraduccionales, proteínas de unión o que requieren un 
cofactor, regulación del metabolismo y funcionamiento de las proteínas, 
transporte celular, facilitadores de transporte y rutas de transporte , 
comunicación celular/mecanismos de transducción de señales, rescate de 
las células, defensa y virulencia, interacción sistémica con el ambiente, 
biogénesis de los componentes celulares y localización subcelular. 

Para la obtención de la sonda se extrajo el ARN proveniente del ápice 
radical de las plántulas sometidas a los tratamientos de N03- durante los 
diferentes intervalos de tiempo y éste se sometió a un tratamiento con 
ADNasa. En la Figura 3.1A se observa que se lograron obtener extractos de 
ARN con una buena integridad. A partir de 0.4 ¡..Jg de ARN se sintetizaron 
las sondas, las cuales fueron marcadas con digoxigenina, como se describió 
en los materiales y métodos (Figura 3.1 B) . 
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~0~--:.1 _.,....::;.2 _ _,:;:;.4 ....;¡¡-!+N ( h) 

Figura 3.1. Visualización de extractos de ARN y sonda marcada (+DIG). (A) 
ARN de ápices de raíz de C. chinense sometidos durante diferentes tiempos 
a N03- (0, 1, 2 y 4 hrs) . Las concentraciones aplicadas fueron 0.33 ¡.Jg, 0.26 
¡.Jg, 0.31 f.19 y 0.39 f.19 respectivamente. Gel de agarosa al 1 %. (B) Sonda 
marcada con digoxigenina-11-dUTP. -0.38 f.19 de ARN por carril. Gel de 
agarosa al 1 %. 

Por otro lado, los genes a evaluar fueron amplificados a partir del vector en 
el cual se encontraban subclonados y se observaron en geles de agarosa 
(Figura 3.2). Los productos de PCR de cada uno de estos genes (-200 ng) 
se fijaron en las membranas. 
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Figura 3.2. Amplificación de los ADNc de los genes. La clave de cada uno 
de los genes se describe en la tabla 3. 1. Las imágenes corresponden a 
geles de agarosa al 1 % en donde se aplicaron los productos de la 
amplificación. 

111.3.1. Análisis de la expresión diferencial de los genes 
Se observó que una gran cantidad de estos genes modificaron su expresión 
en respuesta a N03· . En la Figura 3.3 se muestran los resultados obtenidos 
en el análisis densitométrico de las imágenes de las membranas en el 
programa lmage J. Para este análisis, se le asignó el valor 1 a la 
densitometría de cada punto en el tiempo O. 
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Figura 3.3. Modificaciones diferenciales respecto al testigo (tiempo O) en los 
niveles de transcritos del ápice de raíces de C. chinense expuestas a N03-
durante diferentes tiempos. Gráficas decrecientes en función de los 
transcritos más estimulados con 1 h de exposición a N03-. Estos resultados 
se obtuvieron al analizar densitométricamente con el programa lmage J la 
hibridación de las cuatro membranas obtenidas en la primera repetición del 
experimento. 

En las muestras con una hora de exposición a N03- se observó un 
incremento en la abundancia de 27 transcritos, destacándose ocho de ellos: 
V-ATPasa, proteína 14-3-3, peroxidasa aniónica, poliubiquitina, proteína 
inducida por fosfato, esterasa, proteína relacionada a la patogénesis y NR 
(Figura 3.3, Figura 83.1 ). A su vez, se redujo el número de transcritos de 
ocho genes: asparaginasa, proteína de pared celular, oxidasa unida a FAD, 
proteína de respuesta a etileno, 8ERK, NRT2, MAK cinasa 3 y NPR1 . Los 
niveles de transcritos que no sufrieron modificaciones durante dicha 
condición fueron : proteína relacionada a patogénesis , glutatión 8-
transferasa, 0-6-desaturasa, O -6-ácido graso desaturasa, G8T/peroxidasa, 
citosol malato deshidrogenasa, ornitina decarboxilasa, MAP cinasa 1 y 2, 
HAK No.2 y actina. 

La mayor estimulación en el número de transcritos se observó para el cONA 
de VP826 a las dos horas de exposición a N03-, ya que se estimuló nueve 
veces respecto al testigo. Bajo esa misma condición , se aprecia una 
estimulación importante para la proteína inducida por fosfato y la MAP 
cinasa 1 (Figura 3.3). 

Finalmente, con cuatro horas de exposición a N03-, se destaca la 
estimulación en el número de transcritos de la proteína 14-3-3 y la NR. 

Cabe enfatizar la significativa estimulación presentada por los genes vps26 
y v-atpasa , como se muestra en la Figura 3.3. En el caso de la NR, se 
aprecia una estimulación a la primera hora de exposición a N03-, mismo 
nivel que se mantiene constante durante las dos y cuatro horas. Para el 
transportador NRT2, observamos una caída en el número de transcritos a la 
hora de exposición a N03- y una ligera estimulación a las dos y cuatro 
horas. 

Para una mejor observación de estos resultados, en la Figura 3.4A se 
muestra los resultados obtenidos en las membranas, específicamente para 
los genes vps26, v-atpasa , nr, nrt2 y actina (como control de carga) . 

Los resultados obtenidos en los experimentos de hibridación diferencial 
fueron confirmados en una repetición del experimento con muestras 
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biológicas diferentes. Además, los resultados obtenidos en la técnica de 
hibridación se validaron a través de PCR tiempo final , específicamente para 
los cuatro genes que habían presentado las mayores modificaciones en los 
niveles de transcritos, así como para el control de actina (Fig. 3.48) . 

La presencia de N03• indujo la acumulación de los transcritos 
correspondientes a la vps26 y nr en función del tiempo (Fig. 3.48). Al igual 
que lo previamente observado (Fig. 3.4A), no se detectó la acumulación de 
los transcritos correspondientes al nrt2 pero sí una disminución de 
transcritos a la hora de exposición a N03. (Fig. 3.4A). Por otra parte, la 
acumulación de los transcritos de la v-atpasa presentó fluctuaciones al 
aumentar con 1 h de exposición a N03. pero descendiendo a las 2 y 4 h 
(Fig. 3.4A y 8) . Los patrones de expresión obtenidos por PCR tiempo final 
corresponden con los resultados de la hibridación diferencial, comprobando 
así la veracidad de los datos. 

A B 
2h .Ch 

VPS26 

V·ATPasa 

NR 

NRT2 

Actina 

Figura 3.4. A. Genes con mayores modificaciones diferenciales en los 
niveles de transcritos y/o participación en la captación y metabolismo del N, 
en los análisis realizados a muestras de ápices de raíces de C. chinense 
expuestos a N03• durante diferentes tiempos. Las imágenes se 
seleccionaron a partir del Figura S3. 1. B. Confirmación de los niveles de 
expresión de los transcritos por PCR tiempo final. La expresión se evaluó 
durante las primeras 4 h en un curso temporal. La actina se utilizó como 
control de carga y de amplificación. 
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111.4 DISCUSIÓN 

111.4.1 VPS26 
De los 48 genes analizados para raíces de C. chinense, el nivel de 
transcritos para la proteína de sorteo vacuolar VPS26 fue el que presentó la 
mayor acumulación, alcanzando una estimulación de nueve veces con 
respecto al testigo (Fig . 3.4A); este resultado se obtuvo a las 2 h de 
exposición a N03-, posteriormente sus niveles disminuyeron . 

VPS26 es una subunidad del retrómero, el cual es un complejo proteico 
cuya función es el reciclamiento de los receptores (Seaman, 2005). En 
mamíferos y en levaduras esta proteína es responsable del transporte 
retrógrado de los receptores de carga vacuolar de MVB/PVC (cuerpos 
multivesiculares 1 compartimentos prevacuolares) hacia la red trans del 
aparato de Golgi (TNG por sus siglas en inglés) (Seaman, 2004 y 2005). En 
levaduras, el retrómero está constituido por dos subunidades, una 
subunidad grande, formada por tres proteínas: VPS35P, VPS29P y 
VPS26P, así como de una subunidad pequeña, que la conforman dos 
proteínas: VPS17P y VPS5P. En Arabidopsis se clonaron los homólogos de 
la subunidad grande y se demostró que dicho complejo proteico se asocia 
con MVB/PVC (Oiiviusson et al., 2006). Además, se ca-localizó a Vps35 con 
los marcadores de MVB/PVC Pep12 y VSRAt-1 . Estos datos sugieren la 
existencia en plantas de una proteína de transporte retrógrado del 
MVB/PVC al TGN. 

Por muchos años se ha establecido que uno de los principales papeles de 
las vacuolas líticas en plantas es la degradación de las proteínas; sin 
embargo, aun se desconoce el mecanismo por el cual las proteínas son 
etiquetadas para su posterior degradación (Müller et al. , 2007). Estudios 
recientes en células vegetales revelan una nueva forma de integrar 
directamente a MVB/PVC con la vía de degradación , con la participación de 
proteínas de la vacuola, sugiriendo un traslape en las vías endocíticas y 
secretoras (Spitzer et al., 2006). 

Se ha reportado que la proteína VPS26P juega un papel importante, ya que 
puede interactuar con otros componentes del complejo retrómero, tales 
como VPS35P y facilitar el transporte de los receptores del endosoma al 
aparato de Golgi. Vps35p se asocia periféricamente a las membranas que 
contienen VPS10P (Reddy etal., 2001). 

Nuestros resultados sugieren que el N03- podría inducir cambios en el 
reciclamiento de receptores en el ápice radical de chile habanero a través 
de una inducción en la expresión de la subunidad VPS26. La expresión del 
gen vps26 de ninguna otra especie vegetal había sido anteriormente 
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relacionada con la respuesta radical a N03-, por lo que estos resultados 
representan un dato novedoso. 

111.4.2 V-ATPasa 
Al analizar los niveles de transcritos para la subunidad G de la v-atpasa en 
raíces de C. chinense expuestas a 1 mM de KN03 durante 1 h, se obtuvo un 
incremento de 5.5 veces con respecto al testigo, dichos niveles 
descendieron hasta alcanzar un nivel basal a las 4 h de tratamiento . 

El transporte a través de la membrana de la vacuola se efectúa con la 
energía generada por dos bombas de protones: la H+-ATPasa vacuolar (V­
ATPasa) y la H+ -pirofosfatasa (V-PPasa) (Hedrich et al., 1989). La actividad 
combinada de estas dos bombas de protones generan el gradiente y el 
potencial de membrana que se utiliza para el transporte de los compuestos 
en contra de sus gradientes electroquímico y de concentración (Gaxiola et 
al., 2007). 

La V-ATPasa es la bomba dominante en las endomembranas celulares de 
la mayoría de las plantas, tanto en términos de cantidad de proteínas, como 
de actividad enzimática (Dietz et al., 2001 ). La V-ATPasa es indispensable 
para el crecimiento de las plantas en condiciones normales, debido a su 
papel de aporte de energía en el transporte secundario, el mantenimiento de 
la homeostasis de solutos y, posiblemente, para facilitar la fusión vesicular. 
Bajo condiciones de estrés tales como: la salinidad , la sequía, el frío , la 
acidez, la anoxia y el exceso de metales pesados en los suelos, la 
supervivencia de las células vegetales depende en gran medida del 
mantenimiento o el ajuste de la actividad de la V-ATPasa. La regulación de 
la expresión génica y la actividad de la V-ATPasa están involucradas en la 
adaptación de las células a corto y largo plazo (Dietz et al., 2001 ). 

Estudios bioquímicos e inmunoquímicos han puesto de manifiesto que la V­
ATPasa no se localiza exclusivamente en el tonoplasto de las vacuolas 
maduras, sino que también está asociada a diversas membranas 
subcelulares, incluyendo el aparato de Golgi (Aii & Akazawa, 1986; 
Matsuoka et al., 1997), el retículo endoplásmico (Herman et al., 1994), las 
vesículas intracelulares y la membrana plasmática (Sze et al., 1999; 
Schumacher et al., 1999; Dietz et al., 2001 ). Sin embargo, las funciones 
subcelulares específicas de las V-ATPasas en distintos tipos celulares y su 
participación en el desarrollo de plantas multicelulares se desconoce 
(Padmanaban et al., 2004 ). 

En las plantas, la expansión celular requiere de la coordinación de los 
cambios de las propiedades de la pared celular, la síntesis y el transporte de 
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membrana y de nuevos materiales de la pared, así como de un 
mantenimiento del potencial osmótico (Schumarcher et al., 1999). La 
afluencia de agua es la fuerza motriz para la expansión celular, la reducción 
del potencial osmótico, que a su vez se restablece por la captación de 
solutos en el citoplasma y a menudo en grandes vacuolas. Debido a que la 
V-ATPasa, junto con las unidades de H+-pirofosfatasa conducen a la 
absorción de solutos en la vacuola, desde hace tiempo se sugiere que la 
función de la V-ATPasa es importante para la expansión celular (Taiz & 
Zeiger, 1991 ). En estudios realizados en Gossypium hirsutum L. los niveles 
más altos de la proteína V-ATPasa se presentaron durante el desarrollo de 
las fibras, recordando que las fibras de algodón representan células 
individuales, se asume que la elongación celular está relacionada con los 
niveles de la proteína V-ATPasa (Smart et al., 1998). Sin embargo, la única 
evidencia directa de una función para la V-A TPasa en la expansión celular 
proviene del análisis de líneas transgénicas de zanahoria, en las cuales la 
expansión celular se redujo utilizando un mecanismo de inhibición en 
antisentido de la subunidad A de la V-ATPasa (Gogarten et al. , 1992). 

Debido a que en nuestro estudio los análisis de expresión fueron realizados 
en los ápices radicales, es probable que existan pocas vacuolas al 
encontrarse las células en un menor grado de diferenciación ; o bien , pueden 
existir vacuolas en desarrollo (provacuolas) , por lo que no se puede 
descartar que la V-ATPasa se encuentre localizada en otros 
compartimentos, tales como: el aparato de Golgi , el retículo endoplásmico, 
las vesículas intracelulares y la membrana plasmática, tal como se 
mencionó anteriormente, regulando las concentraciones endógenas de N03-
en los organelos ya presentes en ese estadía de desarrollo de los ápices 
radicales. 

En Arabidopsis, la actividad de la V-ATPasa en el tonoplasto es requerida 
para un almacenamiento eficiente de N03- (Krebs et al., 2009) y además, se 
conoce que la concentración de N03- puede considerarse como una señal 
que regula cambios tanto en el desarrollo, como la formación y crecimiento 
de las raíces (Hackett 1972; Drew et al. , 1973; Drew 1975; Drew & 
Saker 1975; Granate & Raper 1989; Scheible et al. , 1997; Zhang & 
Farde 1998; Zhang et al., 1999; Linkohr et al., 2002; Zhao et al., 2007), 
es por ello que la inducción de la expresión de este gen a la hora de 
exposición de las rafees de chile habanero a N03- constituye un evento que 
pudiera ser importante en la respuesta radical observada en esta especie y 
la cual se describió en el capítulo 11. 
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111.4.3 Nitrato reductasa (NR) 
El N03- exógeno participa en la regulación del metabolismo del nitrógeno. 
En nuestro trabajo se observó que el gen de la NR se indujo desde la 
primera hora de exposición al nutrimento, este incremento fue de dos veces 
con respecto al testigo y se mantuvo así durante las cuatro horas de la 
evaluación . Dicha estimulación coincide con lo ya reportado por diversos 
autores, ya que en estudios realizados en Hordeum vulgare , Arabidopsis y 
Zea mays los ARNm del gen de la NR se acumulan en las plantas minutos 
después de ser tratadas con N03- a concentraciones entre 1 O iJM y 50 mM 
(Melzer et al., 1989; Cheng et al., 1991 ; Gowri et al., 1992; Zhang & Forde, 
2000; Wang et al., 2004; Ruzicka et al., 201 O) . Nuestros resultados 
confirman que en chile habanero la inducción de la expresión de la NR 
también es un evento de la respuesta primaria a N03-. 

111.4.4 NRT2 
En raíces de C. chinense, el nivel de transcritos para el gen del 
transportador NRT2 presentó una disminución al transcurrir 1 h de 
exposición a 1 mM de KN03, posteriormente se presentó una recuperación , 
sin embargo, los niveles de transcritos siempre fueron más bajos que el 
testigo. Este resultado se corroboró al realizar en dos ocasiones la 
hibridación de las membranas, así como el análisis de PCR en tiempo final. 

Existen diversos reportes que indican que el N03- es capaz de modificar la 
expresión de genes que codifican para ciertos transportadores 
transmembranales . Wang et al., (2000) estudiaron plántulas de Arabidopsis 
thaliana , encontrando que al exponerlas a 250 iJM de KN03 por 20 min se 
estimulaba la expresión de genes de transportadores de N03- (NRT1.1) y de 
calcio (CAX1); a su vez, reportaron que cuando las plántulas se sometieron 
a concentraciones mayores de KN03 (5 y 10 mM) por 2 h, se inhibió un 
transportador de amonio (AMT1 .1) en plántula completa. 

Wang et al., (2001) presentaron evidencias de la inducción que ejerció el 
N03- en raíces de plántulas de Solanum lycopersicum de cinco semanas de 
edad. Las plántulas se expusieron a 2 mM de N03 [1 .2 mM KN03, 0.8 mM 
Ca(N03)2] durante 1, 6, 12, 24, 48 y 96 h, y en el transcurso de 1 a 24 h se 
estimuló la expresión de los genes de transportadores de amonio (LeAMT2), 
transportadores de nitrato (LeN RT1 .2, LeN RT2.1 ), canales y 
transportadores de potasio (HAKS, homólogo de Kdc1 , KUP3) y 
transportadores de fosfato (LePT2). 

Años más tarde, Wang et al., (2004) profundizaron en el efecto del N03-
sobre plántulas de Arabidopsis. Para ello utilizaron plántulas silvestres y 
plántulas mutantes con actividad nula de la NR, dichas plántulas se 
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desarrollaron durante 1 O días con 2.5 mM de succinato de amonio como 
única fuente de nitrógeno, posteriormente se les aplicó 5 mM KN03 por 2 h. 
Dentro de los 595 genes que respondieron a N03- se encontraban diversos 
genes que codifican para transportadores: ACH1 (NRT2.1 ), ACH2(NRT2.2) , 
NRT2, NL T1 (NRT1 .2) , NPK1 putativo, transportador de amonio, 
transportador putativo de aminoácidos catiónicos, proteína transportadora 
de Fe(ll) , transportadores de azufre, transportador putativo de potasio 
(AKT1) y transportador de fosfato (AtPT2), así como la estimulación de 
algunos genes que codifican para otros tipos de transportadores. 
Específicamente para la familia de transportadores de N03-, obtuvieron que 
NRT1 .1, NRT2.1 y NRT2.2 se indujeron fuertemente en la raíz, NRT2.4 se 
indujo moderadamente en las raíces, mientras que NRT2.5 se reprimió 
moderadamente y NRT1 .1 se indujo moderadamente en la parte aérea. 

En reportes más recientes, Liu et al., (2008) analizaron el efecto del N03-
sobre plántulas de Zea mays L. mediante el sistema split-root de dos 
compartimentos. Estos autores expusieron las plántulas a 0.5 mM Ca(N03h 
durante O, 1, 4 y 8 h, colectaron 15 cm del ápice de la raíz y extrajeron el 
ARN para realizar los estudios por microarreglos. Encontraron que el 
tratamiento localizado con N03- indujo la expresión de 14 genes que 
participan en el transporte transmembranal, entre ellos un transportador de 
alta afinidad de N03- (ZmNRT2.1 ), un transportador putativo de azúcar, un 
precursor del translocador G6P/fosfato, cuatro acuaporinas, tres bombas de 
protones y una pirofosfatasa inorgánica vacuolar translocadora de H+, un 
transportador de aniones orgánicos y una 13-importina. 

Cabe mencionar que nuestros resultados contrastan con lo ya reportado 
anteriormente por otros autores. Sin embargo, en los análisis realizados en 
nuestro laboratorio por Ramos et al. (comunicación personal), en rafees 
completas de chile habanero se observó una inducción en la expresión del 
gen CcNRT2 a las 4- 6 h de exposición a 500 IJM N03-, lo cual concuerda 
con los datos obtenidos para otras especies al estudiar la raíz completa o 
una parte mayor a del ápice. A partir de ello, podemos sugerir que la 
inducción del transportador en respuesta a N03- ocurre de manera 
dependiente a la zona de la raíz evaluada y que al menos para chile 
habanero este fenómeno no se observa en el ápice de la raíz. También es 
necesario señalar que en Arabidopsis este tipo de transportador, contrario al 
AtNRT1.1 , no se expresa mayoritariamente en el ápice radical , sino en las 
células de la epidermis, de la endodermis y del córtex de la zona de 
maduración de las raíces (Nazoa et al., 2003), por lo que cabe la posibilidad 
de que en los ápices de las raíces de C. chinense tampoco se exprese el 
transportador NRT2 que se regula por N03-. 
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111.4.5 Otros transportadores 
Como se aprecia en los análisis transcripcionales realizados en nuestro 
estudio, la expresión de un transportador de potasio, el HAK9, se regula 
positivamente en presencia de N03-, esto coincide con reportes previos de 
estudios realizados en raíces de tomate (Wang et al., 2001) y en raíces de 
Arabidopsis (Wang et al., 2004). 

En nuestros estudios, un gen de un transportador tipo ABC, solo presentó 
niveles de expresión basales sin modificaciones relevantes, a diferencia de 
los estudios realizados en Arabidopsis (Wang et al., 2004) donde se 
estimuló su expresión de un tipo de estos transportador al aplicar 5 mM de 
KN03 por 2 h. Sin embargo, es necesario destacar que existen muchos 
transportadores de este tipo en las plantas y en nuestro estudio se incluyó 
exclusivamente a un tipo, por lo que no se puede descartar la posibilidad de 
la inducción de algún tipo de estos transportadores en las raíces de chile 
habanero en respuesta a N03-. 

En estudios recientes se hace referencia a la existencia de una 
intercomunicación entre las vías de toma de N y K; a su vez, se plantea que 
las respuestas de las raíces a los macronutrimentos N, P, K y S están 
interconectadas y la mayor disponibilidad de un nutrimento puede causar un 
desbalance en otro (Ruzicka et al., 201 0) . 

Este trabajo consiste en el primer reporte sobre los cambios en la expresión 
génica en el sistema radical de C. chinense Jacq. inducidos por N03-. Los 
patrones de expresión reportados indican que existen conjuntos de genes 
que responden a la presencia de N03-. 

Nuestros resultados concuerdan con reportes previos, en el sentido de que 
las plantas poseen múltiples respuestas al N03-, lo cual les proporciona un 
mecanismo de regulación capaz de adaptar la expresión de los distintos 
genes en función de las condiciones a las que se expone la planta. 
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CAPÍTULO IV 

Discusión general 

En los capítulos anteriores se presentó una discusión detallada de cada uno 
de los experimentos realizados. En este capítulo se discutirá de manera 
integral el compendio de todos resultados , enfatizando en el posible papel 
del N03- como molécula señal para la inducción de modificaciones en el 
sistema radical de C. chinense. 

En el capítulo 11 , se mostró que el N03-, en condiciones heterogéneas, 
indujo cambios en el desarrollo del sistema radical de C. chinense, dado 
que el crecimiento de la raíz primaria (RP) sufrió una inhibición, 
principalmente entre el 410 y el 510 día de exposición al N03- (Fig . 2.58). Este 
resultado se obtuvo tanto para condiciones homogéneas como 
heterogéneas. La RP presentó una inhibición de hasta aproximadamente un 
70 %, respecto al testigo, entre el 410 y el 510 día de tratamiento, incluso en 
dosis tan bajas como 100 1-1M de KN03 y fue dependiente de la fuente 
nitrogenada, ya que el NH4CI solo provocó un 40 % de inhibición , a una 
dosis de 500 1-1M (Fig . 2.2A y 8) . 

En contraste con nuestros resultados, Zhang & Forde (1998) no observaron 
cambios en el crecimiento de la RP de Arabidopsis, al suministrarle N03- en 
un rango de concentraciones desde 0.01 mM hasta 50 mM, durante 14 días. 
Por otra parte, Drew, (1975) tampoco reportó diferencias en la elongación 
de la raíz seminal de Hordeum vulgare al exponerla a variaciones de 
concentraciones de N03- por un periodo de 21 días. Sin embargo, 
recientemente Walch-Liu & Forde, (2008) reportaron que en plántulas de 
Arabidopsis expuestas a 5 mM de KN03 se estimuló modestamente (17-22 
%) el crecimiento de la RP. En estos trabajos no se menciona el efecto del 
N03- sobre el crecimiento diario de la RP. Bajo nuestras condiciones, las 
diferencias en la longitud de la RP iniciaron al 410 día de exposición a los 
parches de N03- y se mantuvieron hasta el periodo final del experimento 
(1 amo día) (Fig . 2.1A). Nuestros resultados sugieren que la inhibición del 
crecimiento de la RP de C. chinense no es una respuesta a corto plazo ante 
la presencia de N03-, ya que se produjo entre el 410 y el 510 día de exposición 
(Fig. 2.58) , lo que puede indicar que hay varias señales que 
desencadenarían el proceso ya sea durante ese periodo de tiempo, o bien , 
inmediatamente antes. Al analizar el efecto del N03- en seis diferentes 
accesiones de C. chinense se observó que el crecimiento de la RP durante 
los primeros cinco días fue diferencial. Mientras que la RP de accesiones 
como P1115C y 858 crecieron alrededor de 30 mm, otras como la R4 y MR-
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8 crecieron 65 y 50 mm, respectivamente (Fig. 2.5A). Sin embargo, en todas 
las accesiones se observó una inhibición en el crecimiento de la RP durante 
los primeros cinco días. Nuevamente, esta inhibición fue mayor entre el 410 y 
el 510 día de tratamiento y el porcentaje de inhibición fue diferencial entre 
accesiones, obteniéndose desde una modesta inhibición del 13 % (MR-8) 
hasta valores tan altos como de un 70 % (NP4EC). Con esto, se concluye 
que este efecto es generalizado en C. chinense. 

También se observó un incremento en la capacidad de respuesta de las 
plántulas al N03-, más del 70 % de las plántulas formaron RL en la zona 
expuesta a N03-. Para descartar que dicha estimulación se debiera al grado 
de desarrollo de la zona de la RP expuesta a N03- y no a la presencia 
localizada de éste, se evaluó la respuesta en condiciones homogéneas de 
N03-, así como la aplicación de este nutrimento en otros segmentos de la 
RP (Fig. 2.4A y 8). A partir de estos resultados (Capítulo 11) se demostró 
que la respuesta de C. chinense no se debió al grado de desarrollo de la RP 
en el segmento expuesto al N03-, sino que fue producto del tratamiento 
localizado y fue específica para este ión. 

Existen, desde hace mucho tiempo, numerosos reportes sobre el efecto del 
N03- en diversas especies en los cuales se plantea que una característica 
generalizada de las raíces es la de crecer preferentemente en las regiones 
de suelo que contengan concentraciones favorables de nutrimentos 
(Weaver & Clements, 1938; Cooke, 1954; Russell , 1961 ; Passioura & 
Wetselaar, 1972; Drew, 1975; Zhang & Forde, 1998). 

Se ha reportado que el N03- estimula la formación de raíces laterales (RL) 
en Pisum sativum (Wiersum, 1958). Además, se han descrito varias 
gramíneas en las que concentraciones milimolares de N03- estimulan la 
formación y el crecimiento de RL, entre las que se encuentran: Triticum 
aestivum L. (Hackett, 1972), Hordeum vulgare (Drew, 1975) y lea mays 
(Granato & Raper, 1989). En C. chinense Jacq. el número de RL se afectó 
por la disponibilidad de N03-, los parches ricos en N03- estimularon la 
formación de RL y los parches pobres en este ión suprimieron este proceso. 
Sin embargo, nuestros resultados contrastan con lo encontrado por Zhang & 
Forde, (1998) para Arabidopsis, ya que dichos autores no observaron 
cambios en el número de RL en los experimentos con parches de N03-. 

Se reportan tres mecanismos por medio de los cuáles el nitrógeno (N) 
regula el desarrollo de las raíces laterales: 1) un efecto estimulatorio 
localizado inducido por N03-, que es más evidente cuando las plantas 
crecen en bajas concentraciones de N03- y posteriormente se les suministra 
éste en forma localizada (Zhang & Forde, 1998). 2) un efecto inhibitorio 
inducido por altas concentraciones de N03-, el cual es más aparente cuando 
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las plantas crecen en condiciones homogéneamente altas (Zhang et al., 
1999; Zhang et al., 2000) y 3) la inhibición por una alta relación en el 
balance carbono:nitrógeno (C:N), provocando una represión dramática en el 
desarrollo de las RL (Malamy & Ryan, 2001). 

En nuestros experimentos, el N03- a concentraciones de 1 mM estimuló la 
formación y elongación de las RL en C. chinense (capítulo 11) , produciendo 
un efecto similar al reportado para especies cultivables, tales como trigo, 
cebada y maíz (Hackett, 1972; Drew, 1975; Granate & Raper, 1989). A su 
vez, se presentó la respuesta inhibitoria sistémica al disminuir la cantidad de 
RL en los segmentos sin N03- con respecto a las plántulas testigo. 

El uso preferencial de los parches ricos en nutrimentos, fenómeno 
presentado generalmente en los pastos (Hutchings & de Kroon , 1994), es 
una respuesta común de las plantas ante la heterogeneidad de nutrimentos, 
aunque no se considera una respuesta universal. Robinson , (1994) analizó 
su frecuencia y los tipos de respuesta exhibidas cuando la fuente de 
nutrimentos del suelo es heterogénea y Hodge et al., (2000a, b y e) 
compararon las respuestas de parches con diferentes características físicas 
y químicas utilizando 15N marcado como fuente de N en Lolium perenne, 
reportando la importancia de que la relación C:N sea alta durante la toma de 
N para que ésta se vea favorecida , así como la efectividad de las rafees 
para competir con los microorganismos por nutrimentos. 

Para conocer si el N03- era capaz de inducir cambios en el desarrollo del 
sistema radical de chile habanero, al actuar como molécula señal , y no 
como producto de un efecto metabólico, se utilizó al tungstato (W04 

2
-) , el 

cual es un inhibidor constitutivo de la nitrato reductasa (NR) , que reemplaza 
al molibdeno en la apoenzima e inhibe su actividad catalítica (Heimer et al., 
1969). Cuando las plántulas de C. chinense fueron expuestas a 1 mM de 
KN03 con 50 ~M de Na2W04 , la presencia de W04 

2
- no afectó el 

crecimiento acumulado de la RP con respecto al testigo durante los 
primeros tres días de tratamiento. Sin embargo, la RP expuesta únicamente 
a KN03 1 mM se inhibió a partir del 410 día, al igual que en experimentos 
previos. En este experimento, se observó también que la cantidad de RL 
formadas en el segmento medio se estimuló respecto al testigo aun en 
presencia de wo/ -. La longitud total alcanzada por las RL se estimuló en 
presencia de N03-; sin embargo, cuando se suministró wot no se observó 
el efecto estimulatorio. 

La presencia de wo/- inhibió la actividad de la NR aproximadamente en un 
45 % en las raíces de C. chinense. El W04 

2
- no afectó el crecimiento 

acumulado de la RP con respecto al testigo en plantas expuestas a N03-. El 
crecimiento de la RP fue significativamente inhibido después de cuatro días 
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de expuestas a 1 mM de KN03. Por otro lado, la presencia del inhibidor de 
la NR no afectó la formación de RL. Sin embargo, el efecto más importante 
de la utilización de wot, fue una baja tasa de crecimiento de las RL en 
respuesta a N03- en el segmento medio. 

Debido a que el efecto no fue observado en presencia de WO/, la 
elongación localizada de las RL en respuesta al N03- podría atribuírsele a 
un efecto metabólico, aunque no se puede descartar que el wot pueda 
tener un efecto sobre otros eventos celulares que indirectamente podrían 
regular el crecimiento de las RL. A este respecto se podría recalcar que la 
estimulación en el crecimiento de RL no fue observada cuando se aplicó 
amonio, un producto de la asimilación del N03-. 

Cuando plántulas de Nicotiana tabacum crecieron en una solución nutritiva 
en la que el MoO/ se sustituyó por tungstato (50 iJM de Na2W04) , la 
actividad de la NR en hojas disminuyó a un nivel muy bajo en tan solo 24 h 
(Heimer et a/., 1969), el mismo efecto se observó con una dosis mayor de 
tungstato (150 iJM de Na2W04) (Deng et a/., 1989). De igual forma , en 
células en suspensión de Nicotiana tabacum 50 y 100 iJM de Na2W04 

inhibieron el desarrollo de la raíz y de la parte aérea así como la toma de 
N03- (Heimer et a/., 1969). En otras especies también se observa el efecto 
inhibitorio del tungstato sobre la actividad de la NR: en raíces de plántulas 
de Z. mays (Espen et a/., 2004) , en plántulas de A. tha/iana , Cucurbita pepo 
y Nicotiana plumbaginifolia (Lillo et a/., 2004). 

Por otro lado, la estimulación localizada en la formación de RL en respuesta 
al N03- podría ser un evento regulado directamente por este nutrimento y no 
por una respuesta metabólica, ya que este efecto se observó incluso en 
presencia de WO/, un inhibidor de la N R. 

Es necesario considerar el papel que juegan las hormonas en todos estos 
procesos de señalización, particularmente las auxinas, quienes 
desempeñan un papel fundamental en la formación y el crecimiento de las 
RL (Overvoorde et a/., 201 0) . 

Para que se presenten modificaciones en el sistema radical se hipotetiza 
que se indujeron cambios en la expresión génica por efecto de N03-
exógeno. En este trabajo se realizó una aproximación a las modificaciones 
en la expresión génica que ocurren en presencia de N03- exógeno, 
utilizando la técnica de hibridación diferencial y se confirmó el resultado de 
algunos de los genes con mayores modificaciones mediante PCR tiempo 
final. 
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Al exponer las raíces de C. chinense a 1 mM de N03- durante tiempo cortos 
(0, 1, 2 y 4 h) se observaron modificaciones en la expresión de algunos 
genes presentes en el ápice radical (capítulo 111). De los resultados 
obtenidos, se destaca la estimulación de los genes que codifican a las 
proteínas VPS6, V-ATPasa, una proteína 14-3-3 y la NR. En el caso de la 
NR, se observa una estimulación a la primera hora de exposición a N03-, 
mismo nivel que se mantiene constante durante las dos y cuatro horas. 

Haciendo un recuento general , de los 48 genes analizados para chile 
habanero, podemos observar que con una hora de exposición a N03- uno 
de los primeros genes en estimularse significativamente fue el de la V­
ATPasa, incrementándose 5.5 veces el nivel de sus transcritos, esto nos 
sugiere una rápida regulación del gradiente de protones necesario para la 
toma de nutrimentos. Posteriormente, también se destaca la estimulación de 
dos veces respecto al testigo de los transcritos de la enzima NR, 
activándose así el metabolismo del nitrógeno; a las dos horas en presencia 
de N03-, se obtuvo el resultado más novedoso de estos experimentos, la 
estimulación de nueve veces respecto al testigo del gen de la VPS26, que 
podría sugerirse tenga una participación en la vía de señalización con el 
receptor de N03- u otros receptores. A su vez, el nivel de la NR continúa; 
finalmente, a las cuatro horas de exposición a N03-, observamos que los 
niveles de todos los transcritos se muestran muy cercanos al nivel basal (O 
h) ; sin embargo, la NR continúa activa, esto nos sugiere una rápida 
regulación inicial de la percepción y toma de N03-, posteriormente, la raíz 
parece enfocarse en metabolizar dicho nutrimento. 

Los niveles de transcritos para el transportador NRT2 presentaron una 
ligera reducción al exponer las raíces durante una hora a N03-; sin 
embargo, éstos se recuperaron respecto al testigo en los tratamientos de 
mayor exposición a N03-. Este resultado se corroboró al realizar en dos 
ocasiones la hibridación de las membranas. Este resultado contrasta con lo 
ya reportado por otros autores para algunos transportadores de la familia 
NRT2, ya que en estudios realizados en Arabidopsis thaliana (Wang et al., 
2000 y 2004), Zea mays L. (Liu et al., 2008) y Solaunum lycopersicum 
(Wang et al., 2001 ). Dichos estudios se realizaron utilizando toda la plántula 
o la raíz completa; en comparación con nuestros experimentos, en los que 
el análisis se realizó específicamente en los ápices de las rafees de C. 
chinense (1 cm de los ápices). Nuestros resultados indican que en particular 
el gen de este transportador está presente en el ápice de la raíz; sin 
embargo, no se estimula por el N03-. Hasta el momento no conocemos 
cuantos miembros existen de esta familia de transportadores en C. 
chinense, tampoco se conoce para otra especie del género Capsicum. En 
Arabidopsis se ha identificado la existencia de tres familias transportadoras 
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de N03-, AtNRT1 con 53 miembros, AtNRT2 con 7 miembros y AtCLC con 7 
miembros (De Angeli et al., 2009; Forde, 2000; Tsay et al., 1993). 

Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran que el N03- tiene 
efectos fisiológicos sobre las raíces de C. chinense, ya que al aplicarlo 
localizadamente se afectan los patrones de crecimiento de la RP y de las 
RL. Algunos de dichos efectos son específicos de la fuente nitrogenada y no 
se deben al metabolismo del nitrógeno. También se presentan 
modificaciones en la expresión génica, observándose estimulación en 
diversos genes en respuesta a la exposición a N03-. 

Dado lo anterior, en la Figura 4.1 se resumen los principales cambios 
inducidos por la presencia de N03-sobre las raíces de C. chinense. Se 
demostró que dicho ión induce cambios a nivel fisiológico, tales como la 
inhibición de la RP, así como la estimulación en la formación y elongación 
de las RL. En el aspecto molecular, se indujo el incremento en los niveles 
de transcritos de diversos genes de interés. 
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LaRP 
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,... 
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Inducción de 
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' ' ' ' ' 
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V-ATPasa 

NR 

NRT2 

', Actlna 

' ·~--~--~--_.--~ 
Figura 4.1. Modelo del efecto de la presencia de N03- sobre el sistema 
radical de C chinense. Cambios fisiológicos y moleculares. PeR: pelos 
radiculares, RL: raíces laterales.1. Inducción de transcritos durante las 
primeras horas de exposición a nitrato, 2. Inhibición del crecimiento de la RP 
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durante el 410 y 510 día de tratamiento, 3. Estimulación localizada de RL 
(imagen al10mo día de evaluación). 

Nuestros resultados concuerdan con reportes previos, en el sentido de que 
las plantas poseen múltiples respuestas al N03- , lo cual les proporciona un 
mecanismo de regulación capaz de adaptar la expresión de los distintos 
genes en función de las condiciones a las que se expone la planta. 

Resumiendo, los nuevos aportes de esta tesis consisten en la presentación 
de los efectos fisiológicos y génicos en raíces de C. chinense inducidos por 
N03-. Es la primera ocasión que se reporta para chile habanero la forma 
específica en que sus rafees se comportan ante este estímulo, así como 
resulta novedosa la participación de los genes que inducen proteínas tales 
como VPS26, V-ATPasa. 
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CAPÍTULO V 

Conclusiones generales y Perspectivas 

CONCLUSIONES GENERALES 
1. El N03- inhibió el crecimiento de la RP de chile habanero y este 

efecto fue dependiente del tiempo de exposición y de la dosis. 

2. El N03- estimuló localmente la formación y la elongación de las RL. 
Este efecto dependió de la accesión. 

3. La estimulación en la formación de RL puede ser una respuesta al 
N03- actuando como señal , ya que ésta se mantuvo en presencia 
de un inhibidor de la NR y el NH/ no fue capaz de inducir esta 
respuesta . 

4. Los efectos inhibitorios sobre la RP y estimulatorios sobre la 
elongación de las RL parecen requerir, en parte, que el N03- sea 
metabolizado. 

5. El N03- aumentó de manera más significativa los niveles de los 
transcritos de una NR, una ATPasa vacuolar y una proteína de 
sorteo vacuolar a tiempos cortos de exposición, lo cual sugiere que 
el N03- puede inducir cambios en su propio metabolismo, así como 
en eventos de transporte a nivel de vacuola y reciclamiento de 
receptores de membrana. Estos procesos pudieran estar 
involucrados en el desencadenamiento de la respuesta a nivel de 
desarrollo radical inducida por dicho nutrimento. 

PERSPECTIVAS 
Los resultados obtenidos constituyen los primeros reportes del efecto de la 
distribución heterogénea del N03- sobre el sistema radical de C. chinense y 
abren nuevas perspectivas para continuar profundizando en el tema. 

En primera instancia, para continuar los estudios sobre el efecto del N03-
como molécula señal en el sistema radical de C. chinense se requiere 
descartar que el efecto observado se deba al metabolismo del N, por lo 
tanto, se plantea analizar el efecto de otros metabolitos de la ruta del 
nitrógeno (N02-, aminoácidos). También, se propone utilizar inhibidores de 
otras enzimas del metabolismo primario del N. 
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Es indispensable analizar los cambios morfológicos y anatómicos para 
determinar los motivos de la inhibición del desarrollo de la raíz primaria (RP) 
durante el 410 al 510 día de exposición a N03-. 

También se sugiere estudiar el papel de las fitohormonas en el desarrollo 
del sistema radical de C. chinense, fundamentalmente las auxinas, el ácido 
abscfcico y las citocininas, hormonas que ya se han reportado como 
implicadas en los fenómenos de desarrollo de las raíces para otras especies 
vegetales. 

A partir de ADNc y la técnica de polimorfismo de la longitud de los 
fragmentos amplificados (cDNA-AFLP, por sus siglas en inglés) es posible 
efectuar un análisis más amplio y detallado sobre la expresión génica 
diferencial en el sistema radical de C. chinense inducida por condiciones 
heterogéneas de N03-. Para realizar este estudio se propone utilizar ARN 
extraído de raíces expuestas a condiciones heterogéneas de N03-, durante 
diferentes intervalos de tiempo, así como analizar la expresión de genes en 
las rafees de las plántulas sometidas a una inhibición de la nitrato 
reductasa . 

Los transcritos , cuya expresión se modifique por el tratamiento, podrán ser 
eluídos del gel de poliacrilamida, ligados a un vector, clonados y enviados a 
secuenciar. Para validar los datos de cDNA-AFLP se podrán seleccionar 
algunas de las secuencias analizadas para verificar los cambios en los 
patrones de expresión a través de la metodología de Northern blot. 

Finalmente, se propone estudiar y caracterizar el papel de algunos de los 
genes que se expresan diferencialmente en respuesta a N03- para elucidar 
si el mecanismo por el cual el N03- modifica la arquitectura de ra íz en C. 
chinense comparte algunos de los genes reguladores reportados para otras 
especies, o bien , determinar si participan genes nunca antes reportados 
para la vfa de señalización del N03-, los niveles de regulación de dichos 
genes y su localización en la raíz, así como identificar un posible receptor 
de N03- . 
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DATOS COMPLEMENTARIOS 
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Figure 52.1. Dose-response curve to tungstate (Na2W04) . Experiment was 
performed under heterogeneous conditions, app/ying 1 mM KCI + increasing 
Na2W04 concentrations {0, 0.025, 0.050, 0.100 mM) to the middle segment. 
RP growth was evaluated daily up to day 5. Values represent mean ± SE, n 
= 15 seedlings. 
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Figure 52.2. Effect of tungstate (Na2W04) on nitrate reductase (NR) activity. 
Seedlings grown in 1 mM KN03 + increasing Na 2W04 (0, 0.025, 0.050, 
O. 100 mM) under homogeneous conditions. Root NR activity was evaluated 
after 5 days of treatment (Ramos et al. , 1982). Values represent mean of 
three repetitions ± SE. 
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Figura 53.1. Expresión diferencial de genes provenientes de ápices de raíz 
de chile habanero sometidos a la presencia de nitrato durante O horas (/), 1 
hora (//) , 2 horas (111) y 4 horas (IV) . Las figuras representan la imagen 
escaneada del film obtenido después de la exposición de cada membrana. 
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