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RESUMEN

La distribucién espacial y temporal del nitrégeno en el suelo es muy
variable. Los suelos donde se desarrolla el chile habanero (Capsicum
chinense Jacg.) no son la excepcion.

El objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto de condiciones
heterogéneas de nitrato (NOj3') sobre el sistema radical de chile habanero,
asi como la expresién génica diferencial inducida por la presencia de NOy".
Se observo que el NO3™ indujo una serie de respuestas en el sistema radical
de chile habanero: estimuld localmente la formacion y ia elongaciéon de las
raices laterales (RL), inhibio el desarrollo de la raiz primaria (RP) en funcion
del tiempo e inhibid sistémicamente la formacién de RL en los segmentos
sin NO;". Al exponer las raices a 1 mM de NOj durante tiempo cortos (0
hasta 4 h) se observaron modificaciones en la expresion de algunos genes
presentes en el apice radical, destacandose la estimulacién de los genes
gue codifican a las proteinas VPS6, V-ATPasa, una proteina 14-3-3 y la NR.
Este trabajo representa el primer reporte sobre los cambios en la expresion
génica en el sistema radical de chile habanero inducidos por NO;. Los
patrones de expresion indican que existen conjuntos de genes que
responden de manera especifica a la presencia de NO;'.

Como lo constatan nuestros resultados, aunados a diversos reportes
previos, las plantas poseen multiples respuestas al NOjz, lo cual les
proporciona un mecanismo de regulacién capaz de adaptar la expresién de
los distintos genes en funcién 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
not an exception.

The aim of this work was to study the effect of the heterogeneous NOjy
conditions on habanero pepper root system, and as well as the differential
gene expression induced by the NO;". it was observed that NO;" 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 NO;. By exposing roots to 1 mM NO; for
times (0 up to 4 h), changes in the expression of some 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 NO3 inducing gene expression in habanero pepper root system.
The expression patterns indicated that there are sets of genes that respond
specifically to NO3 presence.

Our results are in agreement with previous studies, regarding the multiple
responses that the plants have to NO;, which provides a regulatory
mechanism able to adapt the expression of different genes depending on the
conditions that plant is exposed.

XVii



XViii



INTRODUCCION

El crecimiento del sistema radical se lleva a cabo a través de tres procesos:
la division celular del meristemo de la raiz primaria, que provoca el
crecimiento en longitud; la formacién de raices laterales, que aumenta la
capacidad de exploracion del sistema; y la formacion de pelos radiculares,
que incrementa el area total tanto de la raiz primaria como de las raices
laterales (Lopez-Bucio et al., 2003).

De los macronutrimentos requeridos por las plantas, el nitrégeno (N) es el
que se consume en mayor abundancia y e! que limita de manera mas
significativa el crecimiento (Crawford, 1998). Muchas especies vegetaies
son capaces de absorber y asimilar nitrato (NO3), amonio (NH,"), urea vy
aminoacidos como fuentes de N, pero la respuesta a cada forma en
particular varia entre una especie y otra (Haynes, 1978; Miller et al., 2007).

El desarrollo del sistema radical estd altamente relacionado con la
distribucion y disponibitidad de los nutrimentos en el suelo (Zhang & Forde,
2000). Dicha disponibilidad es espacial y temporaimente heterogénea,
pudiendo variar su concentracién en un orden de hasta 1000 veces, en una
distancia de centimetros o en un curso de horas, tal y como sucede con el N
inorganico (Bloom et al., 2006).

El chile habanero (Capsicum chinense Jacg.), es un cultivo de gran
importancia economica para los productores de hortalizas del estado de
Yucatan, 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 mas de un 90 % al volumen de produccion estatal (Tun,
2001). El suelo, es el principal factor limitante para la produccion de chile
habanero en Yucatan. Los luvisoles (de fertilidad mediana, buen drenaje y
facil manejo) son de buen potencial para el cuitivo de esta planta; las
rendzinas (rico en humus, poco profundo, desarroltado 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 erosion) tienen un potencial mediano, pero pueden
obtenerse altos rendimientos a pesar de su pedregosidad y poca
profundidad mediante ciertas practicas de manejo (Tun, 2001). En Yucatan,
C. chinense crece en condiciones de sueio desfavorables para los cuiltivos,
dado que el 90 % de los suelos de la peninsula presentan una
concentracién aita de materia organica, un pH entre 7.5 y 8.5, son pobres
en N y fésforo (P) y presentan altas concentraciones de potasio (K), aunque
la disponibilidad del mismo es baja (Ramirez et al., 2005). El sistema radical



de esta especie tiende a ser poco desarrollado y con bajo vigor de
crecimiento.

A pesar de que Meéxico es el palis con la mayor diversidad génica de
Capsicum y de que el chile es practicamente sinbnimo de la nacionalidad
mexicana y de su cocina, nuestro pais no es el productor mas importante:
las bases de la FAO lo posicionaron en segundo lugar en el 20086,
superandolo China. Ademas, aunque en México el chile es un producto
culturalmente importante, existe poca invesligacion sobre esta especie
(Lépez, 2003).

Dada la importancia que presenta la captacidon y asimilacion de los
nutrimentos, particularmente de nitrégeno, para el desarrollo de las plantas
y las condiciones precarias, nutrimentalmente hablando, a las que se
enfrentan algunos cultivos, y situadndose en el entorno en que se desarrolla
el chile habanero en Yucatéan, resulta un modelo interesante para evaluar el
efecto de la distribucidn heterogénea de nitrégenc inorganico sobre las
raices de C. chinense.

Ademas de su papel como nutrimento, NO, se considera una molécula
sefial, dicho papel ha sido demostrado en diferentes eventos, tales como: la
estimulaciéon de su propio sistema de transporte (Rao & Rain, 1976), el
incremento de la actividad meristematica en las raices laterales y la
regulacién de la ramificacion de la raiz (Drew et al., 1975, Zhang & Forde,
1998) asl como la induccion de la expansion celular en la hoja (Forde,
2002). Sin embargo, no todas las especies vegetales responden de manera
similar a la heterogeneidad de NO; en el suelo, por lo que se plantea la
siguiente pregunta: /existen mecanismos conservados y/o particulares
entre diferentes especies para la respuesta a NO5y? El desarrollo de este
proyecto contribuird a poder responder esta pregunta, brindando
conocimiento de esta respuesta en la especie Capsicum chinense.



CAPITULO |

Antecedentes, objetivos y estrategia experimental

1.1. ANTECEDENTES
1.1.1. SISTEMAS RADICALES

1.1.1.1. LA RAIZ COMO PARTE INTEGRAL DE LA PLANTA

Las plantas superiores estan constituidas principalmente por tres tipos de
organos: la raiz, el tallo y las hojas. Estos érganos estan presentes en
proporciones diferentes y con varias modificaciones. El tallo y las hojas
conforman la parte aérea, mientras que la raiz representa la parte
subterranea.

La raiz y la parte aérea difieren no sélo en estructura, sinoc también en las
funciones que efectuan. Las plantas utilizan las raices como sostén y para
la absorcién de agua y nutrimentos y a ia parte aérea para captar energia
de los fotones de la radiacion solar durante el proceso de la fotosintesis, asi
como para la transpiracién. Estas funciones, a su vez, determinan la
relacion raiz-parte aérea, que suele ser muy compleja. Ambas partes
intercambian sustancias de crecimiento y otros metabolitos (Kolek &
Kozinka, 1992).

La raiz es el organo generalmente subterrdaneo del cuerpo de las
traquedfitas. Se caracteriza por su crecimiento definido, geotropismo
positivo, ausencia de yemas, hojas, nudos y entrenudos y por su
especializacion como o¢rgano de anclaje, absorcion de agua y sales
minerales disueltas, acumulacién de diversas sustancias organicas y en
ocasiones excepcionales, como unidad de propagacion. La raiz se origina a
partir de la radicula del embrion o polo radical del eje embrionario y se
conoce como raiz principal o primaria (PR). La radicula 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 raices laterales (RL). En ias piantas se puede distinguir otro tipo
de raices: las adventicias, las cuales se originan de otras partes, diferentes
al embrion (talios y hojas). Este uitimo tipo es frecuente en las
monocotiledéneas, en particular en las gramineas y en dicotiledoneas
propagadas vegetativamente (Kolek & Kozinka, 1992).

Las raices se desarrollan en el suelo, en condiciones de oscuridad, por lo

tanto, son totaimente dependientes de la energia asimilada y producida por
la fotosintesis. En contraste, la parte aérea, que crece expuesta alairey a la
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luz, es completamente dependiente del agua y los nutrimentos minerales
absorbidos del suelo por la raiz. En conjunto, estas actividades son
decisivas para garantizar el aumento de masa y volumen, tanto de la raiz
como de la parte aérea. Un punto clave en la regulacién y coordinacion de
dichas actividades se atribuye a los fitoreguladores y su intercambio entre
raiz y parte aérea, en particular las auxinas y citocininas (Kolek & Kozinka,
1992). Entre la raiz y la parte aérea existe un balance funcional, que bajo
ciertos limites se mantiene constante durante largos periodos de la vida de
la planta. Por supuesto, el balance es dinamico y se renueva después de
cualquier modificacion del entorno (Kolek & Kozinka, 1992).

En la raiz se sintetizan hormonas como las citocininas, acido abscisico
(ABA) y giberelinas, posteriormente se translocan a la parte aérea. Las
auxinas se sintetizan en la parte aérea (hojas jovenes y cotiledonares)
(Ljung et al., 2001) y se translocan a la raiz, en esa zona las auxinas
regulan la longitud de la RP, el nimero de RL y la respuesta gravitropica
(Peret et al., 2009).

1.1.1.2. CLASIFICACION DE LOS SISTEMAS RADICALES

Se observa una amplia variacién en la arquitectura del sistema radical en
las diversas especies, 0 cual sugiere que estad 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 alorrizico: se origina en plantas que presentan un embrion
tipicamente bipolar, a partir del eje hipocétilo-radicula del embrion,
en el extremo opuesto al apice del vastago. 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 homorrizico: la RP se encuentra ubicada lateraimente
respecto al vastago, como ocurre en los pteridofitos y en elios el
sistema radical adulto es adventicio (Fig. 1.1 b). Una situacion
particular ocurre en las monocotiledoneas, debido a que, aun
presentando una organizacién bipolar de su embrion, la RP es de
corta duracién y es sustituida por raices adventicias, que
representan el sistema radical definitivo. Por esta razén, se habla de
un sistema radical homorrizico secundario.

El sistema alorrizico se encuentra tipicamente en dicotiledéneas, incluyendo
especies modelo tales como Arabidopsis, tomate y chicharo (Fig. 1.1 a).
Generalmente, incluye al menos dos tipos de raices: RP y RL. Los sistemas
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El desarrollo de las raices en el suelo estd regulado por sefiales endégenas
que mantienen los patrones y la actividad del meristemo apical de la raiz, a
su vez, contribuyen en fa generacion 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 rafz (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
caracterizacién de genes que se expresan en éste 6rgano. Desde finales de
los 80's se han reportado genes que se expresaban preferencialmente en la
raiz de Pisum sativum L. en comparacion a sus otros érganos (Evans et al.,
1988). Se conocen las funciones de algunos de estos genes en la raiz: la
glutamino sintasa citosolica en Glycine max var. Prize (Miao, 1991) y un gen
que codifica para un transportador de NOj3 en Arabidopsis (Tsay et al.,
1993). También se han realizado estudios en raices de Zea mays (John et
al., 1992) a partir de los cuales se report6 el gen zrp3, relacionado con el
desarrollo de la misma. En estudios en Qriza sativum se analizaron las
clonas RCc2 y RCc3 (relacionadas con ZRP3 de maiz), ubicandolas como
miembros de una familia conservada de genes especificos de raiz (Xu ef al,,
1995).

Produccidn de >
raices laterales :

Formacién de

4—pelos radiculares

Actividad en el

/meristemo apical

Figura 1.3. Tipos de desarrollo del sistema radical (Adaptado de
Schiefelbein & Benfey, 1991).



A su vez, se ha descubierto que varios de estos genes codifican a factores
de transcripcion (FT), los cuales interaccionan con secuencias de ADN que
actuan en cis, o bien, con otros reguladores transcripcionales que activan o
reprimen algunos genes blanco, lo cual puede conducir a la expresion de
genes que provoquen importantes cambios morfolégicos, fisioldgicos y/o
metabdlicos (Montiel et al., 2004). Entre las funciones de los FT ya descritos
se mencionan: la estabilidad del meristemo radical (MP, BDL) el patrén
radial de la rajz (SHR, SCR), los patrones de las células epidérmicas (GL2,
CPC, TRY, ETC1, WER, GL3/EGL3), la iniciacién de las RL (NAC1, IAA28,
SLR1/IAA14, KNATB) y la iniciacién de las RL inducida por NO; (ANR1)
(Montie! et al, 2004). Esto nos indica la factibilidad de analizar
molecularmente los sucesos trascendentales en el desarrollo de la raiz.

1.1.2. NUTRIMENTOS

Las sustancias inorganicas mas importantes para las funciones vitales de
las plantas son: el agua, los nutrimentos minerales y los gases CO, y O,.
Estas sustancias, algunas de las cuales son absorbidas predominantemente
por la raiz y otras por la parte aérea, son translocadas entre la raiz 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 bidticos y abidticos y
se le considera un habitat para el desarrollo de las plantas (rizosfera).
Presenta diversos estados fisicos, ya que contiene gases, liquidos y
componentes sélidos, minerales, materia organica y organismos de varios
phyla (Fig. 1.4).

Las piantas absorben nutrimentos del suelo mayoritariamente por la raiz.
Los nutrimentos entran en la raiz como componentes de soluciones
acuosas. las vias de su movimiento pueden ser, aungue no
necesariamente, las mismas que las del agua. Esto es porque la absorcion
de agua y la absorcion de nutrimentos son dos procesos diferentes y se
controlan por mecanismos distintos (Kolek & Kozinka, 1992).






Caldwell, 1993; Gross ef al., 1995). La disponibilidad espacial y temporal de
nutrimentos en el suelo no es uniforme, pudiendo variar su concentracion en
un orden de hasta 1000 veces, en una distancia de centimetros o en un
curso de horas, tal y como sucede con el nitrégeno inorganico (Bloom et al.,
20086).

La disponibilidad tedrica de los diferentes nutrimentos en los suelos
organicos varia en funcion del pH, ya que un pH alto disminuye Ia
solubilizacion y absorcién de Cu, Zn, Fe y Co y especialmente del Mn,
incrementando, en cambio, la del Mo y el S (Kolek & Kozinka, 1992).
También varia 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 microbiolégica, el drenaje de
los suelos, las condiciones de Oxido-reduccion, las condiciones climaticas vy
las variaciones estacionales intervienen en la disponibilidad de nutrimentos
{Kolek & Kozinka, 1992).

Las plantas manifiestan sintomas carenciales cuando no reciben todos los
nutrimentos que requieren. Las deficiencias nutricionales pueden provenir
realmente por carencia o bien, porgue otros nutrimentos impidan la
absorcion de ese determinado elemento o compuesto. En este segundo
caso se trata de nutrimentos antagénicos (Strasburger, 1997). Ademas, los
sintomas carenciales también pueden deberse a la movilidad del nutrimento
en el suelo, ya que estos pueden permanecer méviles, tales como N (en
forma de NO3’), K, Mo, P, Cl, Na, Zn y Mg o bien, inmoviles como Ca, S, Fe,
By Cu (Strasburger, 1997).

El uso preferencial de los parches ricos en nutrimentos, fenémeno muy
comun en los pastos (Hutchings & de Kroon, 1994), es una respuesta
comun ante la heterogeneidad, aunque no universal. Robinson analizé su
frecuencia y los tipos de respuesta exhibidas cuando la fuente de
nutrimentos del suelo es heterogénea (Robinson, 1994). Por ofra parte, en
Lolium perenne se compararon las respuestas de parches de N con
diferentes caracteristicas fisicas y quimicas utilizando N marcado,
comprobandose la importancia de que la relacién C:N sea baja durante la
toma de N, para que ésta se vea favorecida; asi como la efectividad de las
raices para competir con los microorganismos por nutrimentos Hodge et al.
(2000a, 2000b y 2000c).

1.1.2.2. NITROGENO EN EL SUELO
El N se encuentra en el suelo como una mezcla compleja de formas
organicas e inorganicas. Ademas de presentar cambios estacionales y
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diurnos, también se caracteriza por encontrarse distribuide de manera
heterogénea. En la mayoria de los suelos, mas del 90 % del contenido de N
es organico. Este nitrébgeno organico es producto, principalmente, de la
biodegradacién de las plantas y los animales muertos. Es reducido
eventualmente a NH,’, el cual puede oxidarse a NOs por la accién 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. EI N inorganico de los fertilizantes se pierde a
menudo por lixiviaciéon en el agua de liuvia. El humus del suelo, sin
embargo, sirve como depésito del N requeride por las plantas, con la
ventaja adicional de que su velocidad de descompaosicion, y por tanto, de
liberacién para las plantas, es aproximadamente paralela al crecimiento de
éstas: rapida durante la estacion calurosa del crecimiento y lenta durante los
meses de invierno (Manahan, 2007).

El N estd generalmente mas disponible para las plantas como i6n nitrato,
NO5". 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
funcion esencial, convirtiéndolo en idbn NO;™ disponible (Manahan, 2007).

1.1.2.2.1. NITROGENO INORGANICO

Ei 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
proteinas vegetales (Frink et al., 1999). Este elemento es el principal
componente de los nutrimentos absorbidos por la raiz. La mayoria de éste
se incorpora a la materia organica de la planta y es utilizado para la sintesis
de aminodacidos y proteinas. La sintesis de ciertos aminoacidos y amidas,
principaimente del grupo del glutamato y el aspartato, se efectuan
predominantemente en las raices. En contraste, aminoacidos del grupo de
la serina son sintetizados principalmente en ias hojas (Kolek & Kozinka,
1992).

La disponibilidad de N es el principal factor limitante para el crecimiento de
las plantas y la produccion de los cultivos. Las plantas pueden utilizar una
amplia gama de especies de N, incluyendo el amaniaco volatil (NH3), oxidos
de N (NOy), N mineral (NOs; y NH,") y N organico (urea, aminoacidos,
péptidos, etc.), pero la respuesta a cada forma en particular de N varia entre
una especie y otra (Haynes, 1978; von Wirén et al., 1997). Generaimente,
las plantas adaptadas a bajos pH y suelos reducidos, como las que habitan
en los bosques maduros o en la tundra artica, tienden a tomar NH," o
aminoacidos, mientras que las plantas adaptadas a pH altos y suelos
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aerdbicos prefieren tomar NO;™ (Maathuis, 2009). Las dos fuentes primarias
de N inorganico para las plantas son el NH," y el NO;'; sin embargo, en la
mayoria de los suelos utilizados para la agricultura, el NOs es la principal
fuente de N (Crawford & Glass, 1998; Hirsch & Sussman, 1999). Debido a
los altos requerimientos de N en los cultivos vegetales, la fertilizacion con N
es una de las principales inversiones del mundo agricola, 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 produccién agricota, porque solo se aprovechan dos
tercios del N aplicados y el no absorbido puede lixiviarse y contaminar los
mantos acuiferos (Frink et al., 1999).

La relacién en que se encuentren presentes NO; y NH,” es de suma
importancia para el desarrollo de las plantas. Por ejemplo, el crecimiento
optimo de las raices de Solanum lycopersicum en suelos cuya relacién de
NO; y NH," es 3:1 y es inhibido cuando la concentracién 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 artico prefieren aminodcidos (Chapin et al., 1993). En general, la
mayoria de los cultivos se desarrollan favorablemente con una mezcla de
NO; y NH," (Crawford, 1598).

1.1.2.2.2. MOVILIDAD DEL N EN EL SUELO

La difusion del N en el suelo depende del gradiente de concentracion y del
coeficiente de difusién para la forma particular de N. A pesar de que los
coeficientes de difusion para el NOs 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 tamafio del ién, la viscosidad del agua, la temperatura, la
humedad del suelo, la tortuosidad y la capacidad amortiguadora del suelo.
Para el NO5', el coeficiente de difusion efectiva en el suelo es de 3.26 x 10"
m? s, mientras que para el NH," es de 10 a 100 veces menor (Owen &
Jones, 2001). Como consecuencia, el NH," es menos lixiviado que el NO3
en los suelos.

En muchos suelos agricolas la concentracion de NOj; se encuentra en un
rango entre 1 a 5 mM (Owen & Jones, 2001). Sin embargo, como
consecuencia de su utilizacion por las plantas y los microorganismos y su
lixiviacién, las concentraciones de este i6n en la solucidon del suelo son muy
variables (Miller & Cramer, 2004).

El NH,", al poseer carga positiva, interacciona con las particulas 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 pM (Owen &
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Tabla 1.1 /ndices de difusién y comportamiento de absorcion de N inorganico (NH*. NOx) v N organico disuelto
(sina. ghicina. glutamato} en el suelo. Los cdlculos estan basados en la adicion de 15.5 M de N soluble en el suelo
{modificado de Owen & Jones. 2001).

Unidad NOy NH,4* Lisina Glicina Glutamato

Coeficiente de difusion en agua m< s 190 x 10 196x 10 903x 107~ 105x10¥ 694 x 10>

Coeficiente de difusion efectva  mze 326x 107 270x 1072 112x 107 9.03x 1072 120 10

Coeficiente de difusion def suelo

«

~r
L3

relativo a NO+ en el suelo 1 823x103 342x10° 276x10° 368x10+<
Distancia de difusion en un dia m 751x 102 680x 104 440x 10+ 125x 102 144 x 10
Concentrag:iar;:;(l)a solucion UM 77.3 062 055 387 773
. . pmol L~ .
Cantidad absorbida por el suelo de suelo 0.00 15.3 15.4 147 138
umol L
Total en el suelo de suelo 155 15.5 155 155 155
p°'°e"'tj§fald:n"efgj;f'd° del % 0 99 2 99 3 95 0 90.0




1.1.3. SISTEMAS DE TRANSPORTE CELULAR DE N INORGANICO

1.1.3.1. NITRATO

El transporte de NO," desde la rizésfera hasta el citoplasma de las células
corticales de la raiz es termodindmicamente desfavorable en términos de
los gradientes de potencial eléctrico y quimico. La concentracién de NOj,
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 absorcion de NOj requiere energia, probablemente
como fuerza protén-motriz.

Utilizando  métodos  electrofisiolégicos se ha encontrado una
hiperpolarizaciéon de las membranas después del tratamiento con NOy
{McClure et al, 1990). Este comportamiento estuvo estrechamente
relacionado con la actividad de la H'-ATPasa presente en la membrana
plasmatica en raices de maiz. Se propone que el transporte de NOj se
efectla mediante un mecanismo tipo simporte H'/ NO; cuando la
estequiometria H'/ NO; es mayor que 1, lo cual seria la causa de la
estimulacion de la H™-ATPasa. Glass et al, (1992) observaron este
mecanismo simporte en céfulas radiculares de cebada, con una
estequiometria de 2 H'/1 NOs. Sin embargo, la presencia de un
transportador del tipo simporte H'/ NO5™ en vesiculas aisladas de raices de
maiz, podria ser modulado por el estatus de NOy de las células radiculares
como demostraron Ruiz-Cristin & Briskin (1991) y Lu & Briskin (1993). Estas
observaciones sugieren una estrecha relacién entre el transporte de NO;3 y
la actividad de la H*-ATPasa de membrana, especialmente en condiciones
inducidas de absorcién de NO;'. Matzke & Mengel (1993) propusieron que
la H™-ATPasa de membrana estaba implicada en la reabsorcién de aniones,
cuya actividad se incrementaba al aumentar la absorcién de NO3". Santi et
al. (1995) observaron que al inducir la absorcién de NOy™ en raices de maiz,
la actividad de H'-ATPasa en el plasmalema también se incrementaba.

La absorcion de NO; en plantas superiores ha sido bien caracterizada a
nivel cinético. La presencia de NO5 en el medio induce su propio sistema de
absorcion (Tompkins et al,, 1978; Deane-Drummond, 1984, MacKown &
McClure, 1988). También, estudios en plantas de cebada, muestran que el
fluo de NO; se reduce en concentraciones bajas, mientras que a
concentraciones altas este proceso no se afecta (Glass et al,, 1990). Esto
se podria explicar mediante la existencia de dos sistemas de transporte, uno
de baja afinidad y otro de aita afinidad. Se plantea que el de baja afinidad es
constitutivo y de primer orden, respecto a la concentracion externa de NOy,
mientras que el de alta afinidad es inducible y saturabie por la concentracion
externa de NOj; (Siddiqi et al., 1989).
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También, se ha reportado que existe un sistema saturable constitutivo con
una baja K, tanto para et NO; como para el NO,', y otro con una cinética
lineal en piantas de cebada que no han sido inducidas con NO;. El de baja
Kn sigue una cinética tipica de Michaelis-Menten y se satura con
concentraciones entre 40 y 100 pM. El sistema lineal se encuentra en un
intervalo de concentraciones de 100 a 500 uM de NOy™ (Aslam et al., 1992).
En cebada, el NO; es modulador de su propia absorcién. La induccion del
sistema de absorcién del NO; parece depender de una concentracién
citoplasmatica critica, pero cuando esa concentracién es muy alta, se
transporta rapidamente a otros lugares, por lo que su concentraciéon en la
raiz disminuye, provocando una inhibicion del sistema de absorcion. Sin
embargo, no esta claro si la concentracion de NOj de la raiz per se ¢ de
algtin producto de la asimilacion del NO; son los responsables de esa
retroalimentacion negativa (Siddiqi et al., 1989).

La mayoria de estos experimentos se hicieron en especies de cereales y se
basaron en medidas quimicas de la desaparicion de NO; de la solucion
nutritiva, lo que pudo causar errores al intentar determinar los flujos netos
de NO,". Siddigi et al., (1990) utilizaron BNO;, en piantas de cebada, para
comprobar el influjo de NO;™ en las raices y confirmaron el patrén bifasico
de absorcion de NOj: el sistema de transporte de alta afinidad (HATS, por
sus siglas en inglés), con una cinética tipica de Michaelis-Menten que opera
a concentraciones de NOj’ inferiores de 1 mM, v el sistema de transporte de
baja afinidad (LATS, por sus siglas en inglés), que opera a concentraciones
superiores a 1 mM de NOj y que generalmente sigue una cinética lineal
(Doddema & Telkamp, 1979; Goyal & Huffaker, 1986; Pace & McClure,
1986; Siddiqi et al., 1990; Kronzucker et al., 1995).

Se ha demostrado que el HATS es sensible a inhibidores metabdlicos
(tungstato, metionina sulfoximina y azaserina) y parece ser un sistema de
transporte activo (Siddigi et al., 1990). El mecanismo de acoplamiento de
energia para el transporte activo de NO3™ por el HATS ha sido investigado
por medio de estudios electrofisiolégicos en un limitado numero de especies
(Glass et al,, 1992). Estas observaciones serian consistentes con que el
mecanismo simporte 2H":1NOs” es promovido por la energia derivada del
gradiente de protones generado por la H™-ATPasa de la membrana
plasmatica (Santi et al., 1995). La absorcion de NOj estd asociada con la
depolarizacién de la membrana (creada por una diferencia de potencial
eléctrico AW), la cual es inducible por NOj y saturable respecto a la
concentracion externa de NOj™ (Glass et al., 1992).

En 1998, lvashikina & Feyziev, propusieron la existencia de un mecanismo

por el cual el balance de carga durante la absorcién de NO; esta regulado
en células de la ralz de maiz. Asimismo, estos autores muestran un posible
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mecanismo que regula la absorcién de NO; en respuesta a diferentes
cationes y que podria estar relacionado con cambios en los flujos pasivos
de NOjy a través del plasmalema (lvashikina & Feyziev, 1998).

El primer gen eucariético de un transportador de NO,™ se aisl6 hace 20 afios
y fue de Aspergilius nidulans (Unkles et al., 1991). Algunos aflos después,
se aisldé un gen homologo en Arabidopsis, que, a pesar de también incluir
ios 12 dominios transmembranales putativos, no estuvo relacionado
filogenéticamente con el gen de Aspergillus (Tsay et al., 1983). Se han
clonado varios transportadores de NO,; para diferentes especies,
identificandose 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; Daniel-Vedele et al., 1998; Forde & Clarkson,
1999: Forde, 2000; Williams & Milier, 2001).

En plantas superiores existe un gran niumero de genes de la familia NRT1.
En contraste con el bajo nimero 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 desempefia algunas funciones Unicas en las plantas superiores.
Mientras que para la familia NRT2 los numeros son mas modestos,
Arabidopsis cuenta con solo siete genes NRT2 (Tsay et al., 2007).

1.1.3.2. AMONIO

El amonio (suma de NH," y NHs) es central para la sintesis de los &cidos
nucleicos, aminoacidos y otras moléculas organicas, asi como un precursor
producto de su catabolismo. En condiciones de pH cercanos a 7 solo existe
~1 % en forma de NH,;. Estudios clasicos revelan que las membranas
lipidicas sintéticas son impermeables al NH,", pero son relativamente
permeables al NH;. En membranas biolégicas 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;
Feile, 1980; Wang et al., 1994). Sin embargo, los LATS no son saturables
aun en rangos milimolares (Ullrich et al., 1984; Wang et al., 1993).

Existen varias evidencias de que los transportadores de amonio tipo AMT,
que pertenecen a los transportadores de alta afinidad, representan las
principales vias para la toma de NH,". Sin embargo, la absorcion excesiva
de NH,", asi como su liberacién catabélica por los procesos dentro de la
célula, pueden causar toxicidad. Por lo tanto, la captacién 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 bioquimicas,
localizacién y en su regulacién a nivel transcripcionai. Al mismo tiempo, los
transportadores tipo AMT estan 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 localizacion celular y subcelular, asi
como su expresion en los tejidos (Ludewig et al., 2007).
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1.1.4. METABOLISMO DEL NITROGENO

Las primeras dos etapas en la asimilacién de NO; son la reduccién del
mismo a NO,, y la reduccién de NO, a NH,". El mecanismo basico de la
asimilacion de NOj en tejidos vegetales verdes en presencia de fuz se
representa en la Figura 1.5. Las dos enzimas que participan en e! proceso
son la nitrato reductasa (NR) y la nitrito reductasa (NiR) (Hewitt, 1975).

CITOPLASMA / CLOROPLASTO

gl'i::esrf:t g —Triosafosfato

NAD ¢

NADH
Ferredoxina
+
N05 y‘ 0 \ sle-
OHZ HNO;

\ \= NH3 + 2 H0
Reduccién de Nitrato \ Reduccién de Nitrito

Figura 1.5. Esquema de la reduccién de nitrato y nitrito (4cido nitroso)
(adaptado de Mengel & Kirkby, 2001).

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

Existen dos posibles rutas de asimilacion de NH,": la ruta GS/GOGAT
(glutamina sintetasa / oxoglutarato amino transferesa) (Ulirich et al., 1990) y
la GDH (glutamato deshidrogenasa) (Ferrer, 1995) (Fig. 1.6). La GS cataliza
la incorporaciéon del amonio al grupo carboxilo de la cadena lateral del
glutamato para producir giutamina y {a 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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Figura 1.9. Modelo de la regulacion del crecimiento y desarrolio de raices
laterales por efecto del NO3 en Arabidopsis thaliana (modificado de Zhang
et al, 1999). ANR1, factor de transcripcién de la familia MADS-BOX; y
AXR4, mutante resistente a auxinas.

Zhang & Forde (1998b) también analizaron el efecto del NO;  aplicandolo
de manera localizada sobre una doble mutante de Arabidopsis (nia1nia2), la
cual se caracteriza por portar una mutacién en cada uno de los genes
estructurales de la NR (NJA) y presenta una actividad residual de 0.5 %.
Estas plantas mostraron una respuesta similar al tratamiento localizado de
NOs; que plantulas silvestres de Arabidopsis que manifiestan actividad
completa de NR. Dicho resultado soporta la hipétesis de que el NO;™ puede
actuar como una molécula sefial por si mismo, sin implicar el metabolismo
del N directamente (Zhang & Forde, 1938b).

La respuesta inducida por NO; que ha sido mas caracterizada es la
primaria (Redinbaugh & Campbell, 1991), en la cual la expresion de genes
que codifican para transportadores de NOjy y enzimas que participan en la
asimilacion, como el CHL1 y el NRT2.1, respectivamente, son rapidamente
inducidos (entre 0.5 y 1 hr) (Wang et al., 2003). En Nicotiana tabacum se
observa una respuesta primaria normal al NO3 en mutantes de la NR (Deng
et al., 1989) y en presencia de inhibidores de la sintesis de proteinas
(Redinbaugh & Campbeli, 1993), indicando que el NO3;  por si mismo es
responsable de la respuesta y no se requiere la sintesis de novo de
proteinas. La identidad molecular de los componentes de la sefal en la
respuesta a NO3 comienzan a ser elucidados. Por ejemplo, el factor de
transcripcion ANR1 esté involucrado en la regulacién de la arquitectura de
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plantas minutos después de ser tratadas con concentraciones entre 10 uM y
50 mM de NOj (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 NO; (NRT1 y
NRT2), o en su reduccién hasta amonio (NR, NiR), son rapidamente
inducidos por rangos de concentraciones de NOs; muy similares (Koch,
1997; Crawford & Glass, 1998; Forde & Clarkson, 1999). En Arabidopsis,
también son inducidos los genes de las enzimas involucradas en fa
asimilacién de NH,", especificamente 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 NOs. En primer lugar, una
mutante resistente a clorato, cr88, en la cual la presencia de NOjs y luz
provocan la induccién de uno de los dos genes que codifican a la NR, el gen
nia2, pero no del gen niat1 (Lin & Cheng, 1997). En segundo lugar, se
describié un gen de la familia de factores de transcripcién MADS-box, el gen
anr1. Cuando en plantas transgénicas este gen se reprime, se afecta la
inhibicion sistémica por NO; sobre el desarrollo de las RL (Zhang & Forde,
1998 y 2000). Este gen es inducido en plantas que previamente se
encontraban en condiciones de ausencia de NO3 por 2 mM de NO3 (Zhang
& Forde, 1998). En trabajos posteriores, Zhang & Forde reportaron la
participacion del gen axr4 en la respuesta a NO3', puesto que al utilizar una
mutante, axr4, resistente a dosis elevadas de auxinas, en experimentos en
condiciones heterogéneas de NQOj, éstas fueron insensibles al estimulo,
sugiriendo una superposicion en las rutas de respuesta a NO; y de
respuesta a auxinas (Zhang & Forde, 1999).

Al utilizar una biblioteca sustractiva de cDNA de tomate (Solanum
lycopersicum), Wang et al. (2001) reportaron la induccién de 115 genes por
el efecto de la aplicacion de NO; (Tabla 1.3). Dentro de ellos, se
observaron algunos que habian sido identificados previamente, tales como:
transportadores de NOs, NR y NiR, y enzimas del metabolismo, como:
transaldolasa, transcetolasa, malato deshidrogenasa, asparagina sintetasa
e histitina decarboxilasa. También identificaron 14 genes, cuya expresion no
habia sido relacionada previamente con la respuesta a NOj', incluyendo:
acuaporinas, transportadores de fostato y K, asi comoc genes
potencialmente involucrados en regulacién transcripcional, genes de
respuesta a estrés y genes de proteinas ribosomales.

Aflos mas tarde, se realizd un andlisis por microarreglos de la respuesta a
NOs, utilizando una mutante nula de la NR de Arabidopsis. El analisis
reveld la expresibn de 595 genes cuya expresion se modificd
diferencialmente en respuesta a NO; (6 mM por 2h) en plantas mutantes,
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Tabla 1.3 Genes regulados por nitrato en diferentes especies

Especie Método Tratamiento Clasificacion de genes Cant. de Referencia
genes
Arabidopsis Hidroponia 5SmMde Funciones desconocidas 66 Wang et al.,
thaliana KNQO; 2004
Energia 88
Metabolismo 212
Glicolisis y gluconeogénesis 23
Metabolismo de aminoacidos 53
Utilizacionde Ny S 22
Transporte facilitado 95
MetabolismodelNy S 28
Biosintesis de aminoacidos 39
Simportes 13
Transportes anionicos 12
Degradacion de aminoacidos del 1
grupo del glutamato
Sistema de transduccion de seriales 17
de dos componentes
Actividades metabdlicas diferentes 7
delNyS
Degradacion de aminoacidos 27

(catabolismo)






1.1.7. EI NITRATO COMO MOLECULA SENAL

Las plantas han desarrollado varios mecanismos que les permiten adquirir N
a bajas concentraciones, asi como el utilizar una amplia gama de formas de
N tales como: NO3, NH,", urea y aminoécidos (Crawford, 1995).

La regulacién de la asimilacion del NOs™ es una de las caracteristicas de
especial interés. Aunque el NO; sirve como la principal sefial que regula su
propia asimilacién, los niveles de luz, de citocininas, de CO,, los ritmos
circadianos y los metabolitos del C y del N (como la sacarosa y la
glutamina) también desempefian papeles regulatorios (Crawford, 1995).

Una de las respuestas a la exposicién a NOs es la induccion de la
expresion de genes, tales como los correspondientes a transportadores de
NO; y de las enzimas NR, NiR, GS GOGAT-Fd (Warner & Kleinhofs, 1992;
Crawford & Arst, 1993; Redinbaugh & Campbeli, 1993; Hoff et al., 1994). La
induccién se produce en cuestién de minutos y en respuesta a muy bajas
concentraciones de NO (de hasta 10 uM).

En 1995 aun no se habian identificado genes regulados por NO;™ en plantas
superiores (Crawford, 1995). Sin embargo, existian reportes de regiones
regulatorias actuando en cis en promotores de los genes de NiR (en
espinaca) y NR (en Arabidopsis), que conferian la expresiéon de genes
reporteros a partir de la induccién por NO; en plantas transgénicas de
tabaco (Rastogi et al., 1993; Lin et al., 1994).

Se ha propuesto que el NO3 es una molécula sefal por inducir la expansién
celular en hojas de Nicotiana tabacum L. Se analizd la aplicacién de
diferentes fuentes de N, encontrandose que la aplicacion de NH," provocd
una disminucién del 50 % en el nimero de hojas, asi como una reduccion
del 30 % en el tamafio celular de las mismas. Ademas, redujo en un 60 %
en el contenido de zeatina (citocininas) y este efecto se revertié cuando la
fuente nitrogenada fue el NO3y” (Walch-Liu et al., 2000). Se ha demostrado
que la participacion de los reguladores de crecimiento, tales como las
citocininas, en la morfogénesis de las hojas responde a cierta induccioén por
las formas de N. Ademas de la fuente de N, el NO3™ se ha involucrado en las
vias de transduccién de sefales que regulan la morfogénesis de la hoja por
la suplementacién de citocininas a ia parte aérea. Sin embargo, es posible
gue otras hormonas, tales como el acido abscisico, el cual incrementa en el
xilema de raices y de hojas de Ricinus communis tratadas con NH,* (Peuke
et al., 1994), interactien con las citocininas en la regulacion de la
morfogénesis de la hoja (Walch-Liu et al., 2000).

Zhang & Forde (1998b) también analizaron el efecto del NOs aplicandolo
de manera localizada sobre la doble mutante de Arabidopsis (niatnia2) y
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.1.8.2. CLASIFICACION TAXONOMICA
La clasificacion taxondémica para el cultivo del chile habanero es la
siguiente:

Clase Angiosperma

Subclase Dicotyledonea

Superorden  Sympetala

Orden Tubiflorales

Familia Solanacea

Género Capsicum

Especie Capsicum chinense Jacquin

1.1.8.3. DESCRIPCION MORFOLOGICA

El chile es un fruto carnoso hueco, en forma de cépsula 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 (Lépez et al., 2003).

La altura de la planta de chile habanero es variable, pero en los cuitivares
comerciales puede oscilar entre 75 y 120 cm. Las semillas son lisas,
ovaladas y pequefias (2.5 a 3.5 mm); tienen testa de color café claro a café
oscuro y su periodo de germinacién varia entre ocho y quince dias (en el
suelo). Tiene raiz pivotante, cuyo tamafio depende de la edad de la planta,
las caracteristicas del suelo y las practicas 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 ramificacién, la que ocurre entre la décima y
duodécima hoja, para después continuar bifurcandose, con un crecimiento
indeterminado. Después de la primera trifurcacion muy raramente las tres
ramas alcanzan el mismo desarrollo. Las hojas son simples, lisas, alternas y
de forma lanceolada, de tamafo 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 nutricién adecuada se pueden alcanzar
hojas con un tamafio superior a los 15 cm de longitud y ancho. Las flores
son de color blanco; su tamafio varia entre 1.5 y 2.5 cm de diametro de la
corola. Estos érganos se emiten en cada ramificacién y se pueden presentar
racimos de hasta seis flores, dando lugar a un promedio de tres frutos (Tun,
2001).

1.1.8.4. DISTRIBUCION GEOGRAFICA DEL GENERO Capsicum
La migracion de las plantas cultivadas esta ligada al traslado del hombre,
puesto que requieren de su intervencién y cuidado para sobrevivir. Cristdbal
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1.1.8.5. IMPORTANCIA ECONOMICA DEL CHILE HABANERO

El chile habanero (C. chinense) es uno de los principales cultivos de la
peninsula de Yucatan y cuya produccién lo convierte en un fruto tradicional
con el cual identifican al estado en algunas regiones del pais. Generalmente
se comercializa en fresco para consumo directo 0 como materia prima para
procesamiento industrial. En promedio cada afio se siembran alrededor de
411 hectareas y se logra una produccién de 1975 toneladas y una derrama
econdmica de mas 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 alcanzé 1372 toneladas segun datos
proporcionados por las principales compafias comercializadoras vy
procesadoras de Yucatan {(Ramirez et al., 2005).

En el afio 2004 los principales mercados nacionales donde se comercializéd
la produccién de chile habanero de Yucatan fueron las centrales de abasto
del Distrito Federal, Guadalajara, Monterrey, Tijuana, San Luis Potosi,
Morelia, Cancun, Puebla y Oxkuztcab. Hacia los mercados internacionales
de América se exportd a los Estados Unidos (California, Florida, Texas,
Nueva York, Oregon, Nuevo México y Massachusetts), Canada y Cuba.
Para los mercados europeos, se exportd chile habanero a Espana (Madrid,
Barcelona, Zaragoza y Valencia) e Inglaterra (Londres). Para los mercados
de Asia, se exportd principalmente a Japén, pais que ha iniciado una
estrategia de mercado sumamente interesante y atractiva para establecer
negocios relacionados con la industria del chile habanero (Ramirez et al.,
2005).

El incremento en la demanda del chile habanero, y la poca disponibilidad 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 Yucatan,
autoridades de diferentes municipios, industriales, empresarios particulares
y pequefios productores. Durante décadas el chile habanero fue cultivado
en la Peninsula de Yucatan (Campeche, Quintana Roo y Yucatan) y en
Belice. Sin embargo, por la gran demanda, otros estados lo estan
produciendo. Entre estos se incluyen Sinaloa, Tamaulipas, Veracruz y
Tabasco. A nivel internacional, la produccion comercial de chile habanero se
ha ampliado a otras regiones del continente americano entre los que
destacan los paises como Republica Dominicana, Jamaica, Trinidad y
Tobago, Costa Rica, Colombia, Estados Unidos y Holanda, entre otros
(Ramirez et al., 2005).

Los usos de los frutos de chile habanero, ya sea en fresco o procesados,

son multiples. Aparte del consumo en fresco, cocido 0 como condimento o
“especia” en comidas tipicas de diversos paises, existe una gran gama de
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evitarse los suelos con texturas extremas. En el estado de Yucatén los
suelos mas apropiados para el desarrolio del chile habanero, desde el punto
de vista de productividad son los luvisoles, que son susceptibles de
mecanizacion, presentan muy buen drenaje, de bajo a mediano el contenido
de materia organica y baja retencién de humedad; las asociaciones de
luvisoles con rendzinas y cambisoles también se consideran como 6ptimos
pero solo en un 10 %, ya que el otro 90 % se considera como suboptimos
por su pedregosidad; las rendzinas y sus asociaciones por el grado de
pedregosidad fueron considerados como suboptimos y como no aptos a los
vertisoles, regosoles y gleysoles, asi como a sus asociaciones (Ramirez et
al., 2005).

Dada la importancia que presenta la captacion y asimilacion de los
nutrimentos, particularmente de nitrogeno, para el desarrollo de las plantas,
las condiciones precarias, nutrimentalmente hablando, a las que se
enfrentan algunos cultivos, situandose en el entorno en que se desarrolla el
chile habanero en Yucatan, y considerando el que no existen reportes sobre
los mecanismos génicos y fisioldgicos de las modificaciones de su sistema
radical ante la presencia de los diferentes nutrimentos, el chile habanero
resulta ser un modelo interesante para evaluar el efecto de la distribucion
heterogénea de nitrégeno inorganico sobre las raices de C. chinense.
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especie, se evalud la respuesta radical dentro de una pequefia coleccién de
accesiones de C. chinense. En todos estos experimentos, se evaluo el
crecimiento de la raiz primaria y el nimero y longitud de las raices laterales,
durante diferentes intervalos de tiempo y hasta los 10 dias de tratamiento.
Los resuitados obtenidos en estos experimentos se describen en el Capitulo
[l de la presente tesis.

OBJETIVO II.

Para abordar el estudio de la funcién del NO; como molécula sefial en el
sistema radical de Capsicum chinense Jacq., se utilizaron dos estrategias:
una fue el uso de un inhibidor de la nitrato reductasa (NR), el tungstato
(WO4'2), y la otra fue usar el NH.', el cual es producido durante la
asimilacion del NOj'. Estos experimentos también fueron realizados en el
modelo de cajas de agar segmentadas. Para el experimento con WO,?,
este se adicion6 en el segmento medio de las cajas, junto con el KCI
(testigo) o el NOj (tratamiento), e inicialmente se realizé una curva dosis
respuesta con el mismo, para seleccionar la dosis en la cual se obtuviera
una inhibicion de la NR, sin afectarse el crecimiento de la raiz primaria. Bajo
estas condiciones también se evalud el crecimiento radical, como se
describe anteriormente.

Los resultados obtenidos en estos experimentos se describen también en el
Capitulo Il de la presente tesis.

OBJETIVO Il

Para estudiar la expresion génica diferencial en el sistema radical de
Capsicum chinense Jacq. inducida por la presencia de NOj, se extrajo el
ARN de los apices (1 cm) de raices de chile habanero expuestas por
tiempos cortos a NO;” (0, 1, 2 y 4 hr). En este experimento se utilizaron
plantulas de chile habanero de 30 a 45 dias después de germinadas y
creciendo en condiciones de hidroponia. Se evaluaron los niveles de
expresion de 48 genes que previamente fueron obtenidos a partir de
suspensiones celulares, raices u hojas de chile habanero. Para el estudio se
utilizé la técnica de hibridacion diferencial.

Los resultados que se obtuvieron en esta parte de la tesis, se describen en
el Capitulo lil del documento.
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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 & Forde, 2008).

It has been suggested that the NO; ion acts itself directly as a signaling
molecule to regulate localized LR elongation (Zhang & Forde, 1998; Zhang
et al, 1999). Nevertheless, a systemic inhibitory effect seems to be
mediated by signals derived from the internal N status (Forde, 2002).

Although NO; 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 NQOj', particularly in Arabidopsis,
have been described. It has been suggested that the NO, transporters
NRT1.1 and NRT2.1 could act as NO, sensors. NRT1.1 mutants are unable
to promote an increased LR proliferation in patches enriched with NO3'; 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 NO; (Yendrek et al., 2010).
Furthermore, NRT2.1 has been implicated in controlling LR initiation in
response to fow supplements of NO; (Remans ef al, 2006b) and LR
repression in response to a high C/N high ratio (Little et a/., 2005).

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

The role of phyto-hormones in NO; 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 (Forde,
2002; Fukaki & Tasaka, 2009). Auxin levels vary in response to NOj
treatment, correlating with changes in root growth (Waich-Liu et al., 2008;
Tian et al., 2008).

On the other hand, cytokinins appear to act as local or long distance
signaling molecules in response to NO;" (Mivawaki 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; Samueison & 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) (Signora et al,, 2001,
Zhang et al, 2007; Shkolnik-inbar & Bar-Zui, 2010; Yendrek et al., 2010)
and ethylene (Tian et al., 2009), could also be involved in the NOy-mediated
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Seeds were germinated by placing them in 9-cm petri dishes containing a
thin cotton layer covered with filter paper moistened with sterile distifled
water. The dishes were placed in the dark at 25°C. Once the radicle
protruded, seeds were transferred to 9-cm petri dishes, oriented vertically
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 pmoles m™ seg™. Growth
medium (-NI) contained 23 mM MES (pH 5.7), 0.5 % (w/v) sucrose, 1 %
(w/v) agar-agar and 1:50 B5 medium salts (Gamborg et al., 1968), from
which N was removed in the form of KNO5; and (NH,),SO4. To compensate
for this removal, 1 mM KC! was added, and 0.01 mM NH,NO; acted as the
sole nitrogen source.

11.4.3. HETEROGENEOUS OR HOMOGENEOUS NO; TREATMENTS

The effect of a heterogeneous distribution of NO3 on the root system
architecture was followed under aseptic conditions on segmented agar
plates (Zhang & Forde, 1998). Habanero pepper seedlings with a 20 mm-
long PR growing in low levels of NOy (0.01 mM NH4NO,, -NI medium) were
transferred to 9-cm petri dishes containing -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 NO3
patch, 50 pl of a 100 mM stock solution of whether 1 mM KCI (control) or 1
mM KNO; (treatment) were added to the middie segment and allowed to
diffuse throughout overnight at 25 °C. The seedlings were placed on the
surface of the agar so that approximately 2 mm from the apex were in
contact with the middle segment where NO; treatment was applied
(heterogeneous -+-). An inverted heterogeneous (heterogeneous +-+)
experiment was performed in which the top and bottom segments were
adjusted with 1 mM KNOj, and seedlings were placed in a position similar to
that described above.

For the dose-response experiments, KCI or KNO; concentrations in the
middle segment were adjusted to 0.01, 0.05, 0.1, 1, 2.5, 5 or 10 mM. in the
case where ammonium (NH,") was used, the middle segment was adjusted
to 0.01, 0.1, 0.5 or 1 mM NH,CI.

For the homogeneous treatment, the petri dishes contained -Ni medium with
either 1 mM KCI (controf) or 1 mM KNQO; (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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Figure 2.2, Response to NOy or NH," supply of PR growth in habanero
pepper seedlings. Seedlings were cultivated during 5 days under
heterogeneous conditions (-+-), NOj3 concentration range (A; 0.01, 0.05, 0.1,
1, 2.5, 5 and 10 mM) or NH,* (B; 0.01, 0.1, 0.5 and 1 mM) in the middle
segment, as specified in Materials and methods. Data are expressed as
percentages of PR growth in KCI. PR growth after 5 days (e, 100 % = 42.36
t 1.09 mm), and PR growth between 4" and 5" day (o, 100 % = 6.67 + 0.17
mm). Values represent mean + SE, n = 12-15 seedlings.

.5.2. EFFECT OF HETEROGENEOUS NO; CONDITIONS ON LR
FORMATION AND 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 10. Exposure to heterogeneous
NO; 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 NOj™ (Fig. 2.3A).
These results indicate that unlike the localized stimulatory effect, the
inhibitory effect of NO3 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 NO; compared to control seediings,
whereas no significant differences between treatment and control were
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%) were not able to form LR in response to NOs, 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 NO5™ 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 NO3 on LR formation in C. chinense. Seedlings were
grown either under heterogeneous (-+- or +-+) or homogeneous (- or +)
conditions, using 1 mM KNO; (+, treatment} or KCI (-, control), Values
represent LR number per seedling evaluated after 10 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 __-KNO, TKNO; _ KNO (---) KNOs (-+-) KNO; (+-+)
0(100%) _ 0(100%) _ 0(100%) _ 0(100%) 0 (93.02%)
1 (4.65%)
Top 2 (2.33%)
0(58.33%) 0(25.00%) 0 (92.86%) 0 (29.64%) O (88.37%)
1(29.16%) 1 (41.66%) 1(7.14%)  1(33.33%) 1(11.63%)

Middle 2(12.50%) 2 (33.33%) 2 (33.33%)

3 (3.70%)
0 (37.50%) 0(37.50%) O (57.15%) 0 (85.19%) 0 (20.93%)
1(41.66%) 1(33.33%) 1(28.57%) 1(11.11%) 1(30.23%)
Bottom  2(20.83%) 2(20.83%) 2(10.71%) 2(3.70%) 2 (25.58%)
3(4.16%) 3 (3.57%) 3 (16.28%)
4 (4.16%) 4 (4.65%)
5 (2.35%)

Homogeneous NOj application stimulated LR formation in the middle and
bottom segments, compared to control plants homogeneously treated with
KCl (Fig. 2.4A). However, when NO; 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 NO; in stimulating LR
formation, and no roots were detected in the bottom segment (Fig. 2.4A).

Though homogeneous NOj; application increased LR growth in the middle
and bottom segments, the heterogeneous exposure stimulated growth
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simifar conditions used in Fig. 2.3. (A) LR number in middle segment,
evaluated after 10 days. (B) Total LR length in the middle segment,
evaluated at same day. (C) Photograph shows representative seedlings of
three accessions growing for 10 days in heterogeneous conditions from
control (KCl) or treatment (KNM-). Values represent mean + SE, n = 15
seedlings. Asterisks represent s.,..ificant differences based on Tukey's test,
P<0.01(*%), or P<0.1 (*).

I.6.4. EFFECT OF TUNGSTATE OF ON THE RESPONSE TO NO; IN
HABANERO PEPPER ROOT SYSTEM

The fact that roots respond differentially to NH," and NO; suggest that
changes in its root system resuit from a direct effect of NO3™ and not from its
metabolism. To further investigate this, tungstate, a NR inhibitor, was used.
An initial dose-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
82.1).

Therefore, to evaluate the effect of NOjs in the presence of this inhibitor,
seedlings were exposed to 1 mM KCl! plus 0.05 mM Na,WQ, (control) or 1
mM KNO; plus 0.05 mM Na, WO, (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 NOj-treated plants with respect to control. PR growth was
significantly inhibited after 4 days exposed to 1 mM KNO;, consistent with
our previous experiments without tungstate (Fig. 2.7A). On the other hand,
the presence of the NR inhibitor did not affect LR formation either (Fig.
2.7B). However, the most important effect of the use of tungstate translated
in a greatly lowered LR growth in response to NOj3 in the middle segment
(Fig. 2.7C).
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11.6. DISCUSSION

11.6.1. EFFECT OF NO,"ON PR GROWTH

There are widespread notions about the effects that NO; 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 this nutriment.
However, we have demonstrated that habanero pepper's PR is highly
sensitive to the presence of NO; (Figs. 2.1 and 2.2). PR growth is inhibited
by NOj 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 this effect
could be observed in all pepper accessions studied, the degree of inhibition
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 tock place in agar dishes, particularly
under heterogeneous conditions.

In Arabidopsis, inhibition of PR growth has been observed when NOj is
applied homogeneously at high concentrations (50 mM), but not in a range
between 0.1 and 10 mM (Signora et al., 2001). Contrastingly, Zhang & Forde
(1998) were unable to observe this inhibition, even up to 50 mM NOj. It 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 NO; 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 NO;  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 NOj under
homogeneous conditions was observed in Medicago truncatula at a dose of
1 mM NQy after three weeks of treatment (Yendrek et al., 2010), as well as
in Zea mays at doses equal or higher to 5 mM NOj (Tian ef al., 2005; Zhao
et al., 2007; Tian et al., 2008).

Qur resuits suggest that inhibition of habanero pepper PR growth is not a
short-term response to NQy, 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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NOj; 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 (Vidal et al, 2010). If this type of regulation occurs in the
habanero pepper, it could represent a mechanism to adjust radicutar growth
in a fast and accurate manner depending on the internali and external
availability of NOy'.

Cytokinin levels can be effectively modified by NO3, both in the leaves and
the roots (Miyawaki et al., 2004; Takei ef al., 2004; Tian ef al., 2005; Garnica
et al., 2010; Kiba et al., 2011). They also appear to play an important role in
regulating PR growth (Takei ef 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 leveis did not increase, and the PR was not
sensitive to this concentration of NO3. Root growth was inhibited upon
exogenous application of cytokinins (Tian et al., 2005). In Arabidopsis and
tobacco, NO; 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 ef al., 2003).

In addition to phyto-hormones, proteins such as kinases and transcription
factors could be involved in the response to NOjs 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 NOj3 in
Arabidopsis. Interestingly, the mutant protein kinase, cipk8, showed an
increase in PR growth when exposed to 0.1 mM NO;™ (Hu et al, 2009), a
sensitivity similar to that found in habanero pepper.

11.6.2. NO,” EFFECT ON LR PROLIFERATION

When habanero pepper root was exposed to NQOj; 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; Granato
& 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 NO; was observed (Zhang &
Forde, 1998).

This localized LR proliferation was specific for NO;” and did not depend on
the degree of PR development in the area exposed to NO5. Stimulation of
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The inhibitory effect of NO;” 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-hormaone 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. Tomato 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 NO; was not a generalized event in all accessions of
habanero pepper. some were capable of increasing local LR growth and
number (cv. Orange Seminis, S5B, 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 NO;, without modifying LR
production and elongation (NP4EC and P1115C) (Fig. 2.6).

Internal status of NO; may be a fundamental factor for inducing different
behaviors regarding root development among species. Endogenous levels of
NQO; 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 NO;'.

Overall, responses to NOj 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 NO3;” 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. It would also be important
to understand the contribution of the endogenous N status to this response.
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regulacion de la arquitectura de raiz en respuesta a NO;” (Zhang & Forde,
1998). Ademas, en estudios recientes se reportan como posibles
reguladores de la respuesta primaria a NOs ™ a los factores de transcripcion
NLP7 (Castaings et al., 2009) y a una proteina tipo caicineurina (CBL-) que
interacciona con una cinasa CIPK8 (Hu ef al., 2009).

En estudios realizados con una biblioteca de ADNc en Solanum
lycopersicum, Wang et al., (2001) reportaron cambios en la expresién de
115 genes por fa exposicion a NO3. Se identificaron genes que se indujeron
por la presencia de este ion, tales como: transportadores de NOj, las
enzimas NR y NiR, asi 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
regulacion por NOs de estos genes habia sido previamente reportada para
Arabidopsis (Wang et al.,, 2000). A su vez, identificaron 14 genes cuya
expresion no habia sido relacionada previamente con la respuesta a NO5
en Arabidopsis, incluyendo: acuaporinas, transportadores de fostato y de K,
genes potencialmente involucrados en la reguiacion transcripcional, genes
de respuesta a estrés, genes de proteinas ribosomales y genes con
funciones desconocidas (Wang et al., 2001).

Aflos mas tarde, Wang et al. (2004) realizaron otro analisis de expresion de
genes en respuesta a NOj™ y en esta ocasion utilizaron una mutante nula de
la NR de Arabidopsis. El analisis reveld la expresién de 595 genes en
respuesta a NO; (5 mM por 2 hrs), tanto en plantas mutantes como en
plantas silvestres. Las caracteristicas funcionales de mayor relevancia en
las que se agruparon estos genes fueron: energia, metabolismo, glicolisis y
gluconeogénesis. Dado que dichos genes respondieron
independientemente de la actividad de la NR, estos autores consideraron
gue el NO5, v no un metabolito posterior de su ruta metabdlica, actuo como
una senal.

En estudios mas recientes, Liu et al, (2008) reportaron la regulacion
positiva de 206 genes al exponer plantas de maiz (Zea mays L.) a 1 mM de
Ca(NQ3), por una hora. Estos genes estan involucrados en diferentes
procesos celulares como: el metabolismo de fitohormonas y la transduccion
de sefiales, la division y la expansion celular, el transporte transmembranal,
el metabolismo del C y del N, la transferencia de electrones, la respuesta al
estrés, entre otros procesos fisiolégicos. Del total de estos genes, se
observo que 26 codifican a genes implicados en respuesta a hormonas,
transcripcion génica, fosforilacion y defosforilacion de proteinas, etc.
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II1.2.3 Extraccion del ARN

Para la extraccién del ARN se utilizaron de 70 a 90 mg de los apices
radicales (1 cm) de las plantulas sometidas a los diferentes periodos de
tratamiento y se extrajo el ARN total, siguiendo el protocolo descrito en el kit
“‘RNeasy Plant Mini Kit" (Qiagen). El ARN extraido se cuantifico
espectrofotométricamente, y se evalud la integridad en una electroforesis en
geles de agarosa.

il.2.4 Obtencioén de la sonda

Para la obtencion de las sondas se utilizaron aproximadamente 0.4 ug del
ARN extraido a partir de las raices sometidas al tratamiento. Para el
marcaje de la sonda se realiz6 la transcripcion reversa del ARN, utilizando
el oiigo-dT y la transcriptasa reversa SuperScript™ il (Invitrogen) en
presencia de digoxigenina-11-dUTP (marcaje alcalino, Roche). Para el
protocolo, se siguieron las recomendaciones del fabricante.

111.2.5 Obtencion de la poblacién de los ADNc para la hibridacién

Para el estudio se utilizaron las secuencias de 48 genes de C. chinense,
descritos en la tabla 3.1, de los cuales 45 habian sido previamente
obtenidos en el laboratorio del Dr. José Juan Zuiiga, dos en el laboratorio
del Dr. Manuel Martinez y uno en el laboratorio de ia Dra. lleana Echevarria.

Se realiz6 una PCR (Polymerase Chain Reaction) para la amplificaciéon de
cada uno de estos genes. Se utilizaron dos juegos de cebadores, uno para
los que se encontraban clonados en el plasmido pGEM vy el otro para los
que se encontraban en pTRIplEx2, los cuales fueron reportados por
Nakazawa et al., (2010). Las condiciones de PCR fueron las siguientes: 94
°C, 2 min, 1 ciclo; 94 °C, 30 seg, 55 °C, 30 seg, 72 °C, 1 min 45 seg, 45
ciclos, 72 °C, 10 min, 1 ciclo (pGEM) y 94 °C, 2 min, 1 ciclo; 94 °C, 30 seg,
68 °C, 1 min, 72 °C, 2 min, 40 ciclos, 72 °C, 10 min, 1 ciclo (pTRIpIEx2).

111.2.6 Hibridacién y deteccion de la expresion diferencial de genes

Las membranas de nylon (Zeta-Probe, BIO-RAD) se cortaron al tamafio
necesario (7.8 x 11.5 cms) y se hidrataron con H,0d. Los productos de PCR
se desnaturalizaron a 100 °C por 5 min con NaOH 0.4 My EDTA 10 mM, pH
8 y se aplicaron aproximadamente 200 ng a cada membrana de nylon
utilizando un sistema de microfiltracion bio-dot® (BIO-RAD). Es necesario
destacar que se prepararon cuatro membranas, para hibridizar con las
sondas provenientes de los tiempos de tratamiento 0, 1, 2 y 4 horas,
respectivamente. Posteriormente, las membranas se humedecieron en
solucion 2x SSC (1x SSC es 0.15 M de NaCly 0.015 M de citrato de sodio a
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Tabla 3.1. cDNAs proverientes de Capsicum chinense Jacq. analizados por hibndacion diferencial.

Posicion g:éi Nombre Funcion clsc:::gc?gn Origen
A AJB79936 Proteina asoig;\ig‘;&r;trisgiptor putativo Reg pTRIpIEx2 Suspensiones celulares’
A2 AJ879115 Proteina relacionada a patogénesis (PR10)  Res pTRIpIEx2 Suspensiones celulares’
A3 AJ878871 PR10 Res pPTRIpIEx2 Suspensiones celulares’
A4 - PR10 Res pTRIpIEx2 Suspensiones celulares’
A5 - PR10 Res pTRIpIEx2 Suspensiones celulares’
Ab - PR10 Res pTRIpIEx2 Suspensiones celulares’
B1 AMS00559 rzgi:tizlrr:: dnoos ngraegs&?ng;;of &?&?) int pGEM Suspensiones celulares’
B2 AJ879117 ACC oxidasa Met pTRIplEx2 Suspensiones celulares®
B3 AJ879119 Esterasa Met pTRIpIEx2 Suspensiones celulares’
B4 AJB79121 Glutation S-transferasa-1 (GST-1) Met pTRIplEx2 Suspensiones celulares’
B85 AJB79071 )-6-desaturasa Met pTRIpIEx2 Suspensiones celulares’
B6 AJ879069 Q-6-dcido graso desaturasa (FAD-6) Met pTRIpIEx2 Suspensiones celulares’
1 AJ879066 Peroxidasa anidnica (Px anionica) Res pTRIplEx2 Suspensiones celulares’
C2 AJB79067 GST/peroxidasa (GST-Px) Res pTRIpIEx2 Suspensiones celulares’
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Posicion S&:!;i Nombre Funcion clst;rt::c(i’:n Origen
F1 AM040277 Factor de replicacion A (RF-A) Cic pTRIpIEx2 Suspensiones celulares’
F2 AJB79116 Metalotioneina Res pTRIpIEx2 Suspensiones celulares’
£3 AJB79065 Proteina transportadora tipo ABC (ABC) Trp pTRIplEx2 Suspensiones celulares’
F4 AJ879118 Poliubiquitina Mod pTRIpIEx2 Suspensiones celulares’
F5 AJ879070 Enzima conjugada a ubiquitina Mod pTRIpIEx2 Suspensiones celulares’
F6 AMO040267 Proteina inducida por fosfato Com pTRIpIEx2 Suspensiones celulares’
G1 - Cinasa relacionada a embriogénesis Com pGEM Suspensiones celulares’

somatica (SERK)

G2 AJ879120  Proteina inducida por acido araquidonico Com pTRIplEx2 Suspensiones celulares’
G3 AM040273 Proteina de respuesta a etileno Int pTRIpIEx2 Suspensiones celulares’
G4 AM040278 Proteina inducida por auxinas int pTRIplEx2 Suspensiones celulares’
G5 - Transporador de potasio (HAK 2) Trp pGEM Raices?
G6 AJ879062 Proteina de pared celular-1 Bio pTRIpIEx2 Suspensiones celulares’
H1 AM168448 Actina Loc pGEM Suspensiones celulares’
H2 AJB79072 Proteina tipo extensina Loc pTRIpIEx2 Suspensiones celulares’
H3 AJB79068 Proteina nbosomal L.37a Sin pTRIpIEx2 Suspensiones celulares’
H4 AM040269 Alcohol deshidrogenasa (ADH) Ene pTRIplEx2 Suspensiones celutares’






1.2.7 Analisis de la expresion diferencial de genes por PCR tiempo
final

Para confirmar los resultados obtenidos en el experimento de hibridacion se
seleccionaron dos de los genes con mayores modificaciones en los niveles
de transcritos (vps26 y v-afpasa) y dos de ios genes que codifican para
proteinas participantes en el metabolismo (nr) o el transporte del nitrégeno
(nrt2) y se validaron a través de PCR tiempo final.

Se disefiaron cebadores especificos para cada uno de estos genes:

vps26: F:5'-GATGGAAGTCGGTATTGAAG-3'y
R:5-ATCTCAAGTGCCAACATCTC-3,
v-atpasa: F:8-TTCAACTCCTTTTAGCTGCC-3'y
R:5-TACGTGCCTTAATATGCCTT-3;
nr. F:5-CCAACAGGCAAGCCCAAGAC-3'y
R:5-GTTCTGTCCATGGATCTTCT-3;
nre2: F:5'-GCTGCCGCCCCTTTAGTCCC-3'y

R:5’-ACGCAATTCTCCAAGCAGTG-3".

Los oligonucleétidos se utilizaron para realizar PCRs (Polymerase Chain
Reaction) con diferentes cantidades de ciclos para seleccionar el nimero de
ciclos adecuado para el andlisis de ia expresion de cada uno de los genes.
Las condiciones finales de PCR fueron las siguientes:

vps26: 96 °C, 1 min, 1 ciclo; 94 °C, 30 seg, 51.8 °C, 30 seg, 72 °C, 30 seg,
25 ciclos, 72 °C, 10 min, 1 ciclo,

v-atpasa: 96 °C, 2 min, 1 ciclo; 94 °C, 30 seq, 52.2 °C, 30 seg, 72 °C, 25
seg, 25 ciclos, 72 °C, 10 min, 1 ciclo,

nr: 96 °C, 1 min, 1 ciclo; 94 °C, 30 seg, 52.4 °C, 30 seg, 72 °C, 20 seg, 30
ciclos, 72 °C, 10 min, 1 ciclo,

nrt2: 96 °C, 1 min, 1 ciclo; 94 °C, 30 seg, 55.6 °C, 30 seg, 72 °C, 30 seg, 30
ciclos, 72 °C, 10 min, 1 ciclo.

{I.3 RESULTADOS

El trabajo se desarrollé con el objetivo de conocer si la presencia exdgena
de NO; puede inducir cambios en la expresion de genes en las raices de C.
chinense. Para ello, inicialmente las plantulas de chile habanero fueron
expuestas a un déficit de NOy™ durante tres dias y posteriormente se les
aplic6 1 mM de KNOs;. Para la evaluacion de la expresion génica se
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relacionada con la respuesta radicai a NO3, por lo que estos resultados
representan un dato novedoso.

ll.4.2 V-ATPasa

Al analizar los niveles de transcritos para la subunidad G de la v-afpasa en
raices de C. chinense expuestas a 1 mM de KNO, durante 1 h, se obtuvo un
incremento de 55 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 efectia con la
energia 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 electroquimico y de concentracién (Gaxiola et
al., 2007).

La V-ATPasa es la bomba dominante en las endomembranas celulares de
la mayoria de las plantas, tanto en términos de cantidad de proteinas, como
de actividad enzimatica (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 energia en el transporte secundario, el mantenimiento de
la homeostasis de solutos y, posiblemente, para facilitar la fusion vesicular.
Bajo condiciones de estrés tales como: la salinidad, la sequia, el frio, 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 ia actividad de la V-ATPasa. La regulacién de
la expresién génica y la actividad de la V-ATPasa estén involucradas en la
adaptacion de las células a corto y largo plazo (Dietz et al., 2001).

Estudios bioguimicos e inmunoquimicos han puesto de manifiesto que la V-
ATPasa no se localiza exclusivamente en el tonoplasto de las vacuolas
maduras, sino que también estd asociada a diversas membranas
subcelulares, incluyendo el aparato de Golgi (Ali & Akazawa, 1986;
Matsuoka et al., 1997), el reticulo endopidsmico (Herman et al., 1994), las
vesiculas intracelulares y la membrana plasmatica (Sze et al., 1999;
Schumacher et al., 1999; Dietz et al., 2001). Sin embargo, las funciones
subcelulares especificas de las V-ATPasas en distintos tipos celulares y su
participacion en el desarrollo de piantas multicelulares se desconoce
{(Padmanaban et al., 2004).

En las plantas, la expansién celular requiere de la coordinacion de los
cambios de las propiedades de la pared celular, la sintesis y el transporte de

102






111.4.3 Nitrato reductasa (NR)

El NOj exogeno participa en la regulacién del metabolismo del nitrégeno.
En nuestro trabajo se observd que el gen de la NR se indujo desde la
primera hora de exposicién al nutrimento, este incremento fue de dos veces
con respecto al testigo y se mantuvo asi durante las cuatro horas de la
evaluacion. Dicha estimulacion 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 NO;™ a concentraciones entre 10 uyM 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, 2010). Nuestros resultados
confirman que en chile habanero la induccién de la expresién de la NR
también es un evento de la respuesta primaria a NOs'.

i.4.4 NRT2

En raices de C. chinense, el nivel de transcritos para el gen del
transportador NRT2 presentd una disminucién al transcurrir 1 h de
exposicion a 1 mM de KNO;, posteriormente se presentd una recuperacion,
sin embargo, los niveles de transcritos siempre fueron mas bajos que el
testigo. Este resultado se corrobord al realizar en dos ocasiones la
hibridacion de las membranas, asi como el andlisis de PCR en tiempo final.

Existen diversos reportes que indican que el NO; es capaz de modificar Ia
expresion de genes que codifican para ciertos transportadores
transmembranales. Wang et al., (2000) estudiaron pléntulas de Arabidopsis
thaliana, encontrando que al exponerlas a 250 uM de KNO; por 20 min se
estimulaba la expresion de genes de transportadores de NO; (NRT1.1) y de
calcio (CAX1); a su vez, reportaron que cuando las plantulas se sometieron
a concentraciones mayores de KNO; (5 y 10 mM) por 2 h, se inhibid un
transportador de amonio (AMT1.1) en plantula compieta.

Wang et al., (2001) presentaron evidencias de la induccion que ejercio el
NOs" en raices de plantulas de Solanum lycopersicum de cinco semanas de
edad. Las plantulas se expusieron a 2 mM de NO; [1.2 mM KNO;, 0.8 mM
Ca(NQ;),] durante 1, 6, 12, 24, 48 y 96 h, y en el transcurso de 1 a 24 h se
estimulé la expresion de los genes de transportadores de amonio (LeAMT2),
transportadores de nitrato (LeNRT1.2, LeNRT2.1), canales y
transportadores de potasio (HAKS5, homoélogo de Kde1, KUP3) vy
transportadores de fosfato (LePT2).

Aflos més tarde, Wang et al., (2004) profundizaron en el efecto del NO5’

sobre plantulas de Arabidopsis. Para ello utilizaron plantulas silvestres y
plantulas mutantes con actividad nula de la NR, dichas plantulas se
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ill.4.5 Otros transportadores

Como se aprecia en los analisis transcripcionales realizados en nuestro
estudio, la expresion de un transportador de potasio, el HAKS, se regula
positivamente en presencia de NOj', esto coincide con reportes previos de
estudios realizados en raices de tomate (Wang et a/., 2001) y en raices de
Arabidopsis (Wang et al., 2004).

En nuestros estudios, un gen de un transportador tipo ABC, solo presentd
niveles de expresion basales sin madificaciones relevantes, a diferencia de
los estudios realizados en Arabidopsis (Wang et al, 2004) donde se
estimul6 su expresidn de un tipo de estos transportador al aplicar 5 mM de
KNQO; por 2 h. Sin embargo, es necesario destacar que existen muchos
transportadores de este tipo en las plantas y en nuestro estudio se incluyd
exclusivamente a un tipo, por 1o que no se puede descartar la posibilidad de
la induccidn de algtin tipo de estos transportadores en las raices de chile
habanero en respuesta a NO;'.

En estudios recientes se hace referencia a la existencia de una
intercomunicacion entre las vias de toma de Ny K; a su vez, se plantea que
las respuestas de las raices a los macronutrimentos N, P, K y S estan
interconectadas y la mayor disponibilidad de un nutrimento puede causar un
desbalance en otro (Ruzicka et al., 2010).

Este trabajo consiste en el primer reporte sobre los cambios en la expresion
génica en el sistema radical de C. chinense Jacq. inducidos por NO3. Los
patrones de expresion reportados indican que existen conjuntos de genes
que responden a la presencia de NOj..

Nuestros resultados concuerdan con reportes previos, en el sentido de que
las plantas poseen mlltiples respuestas al NOy', lo cual les proporciona un
mecanismo de regulacién capaz de adaptar la expresion de los distintos
genes en funcién de las condiciones a las que se expone la planta.
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8 crecieron 65 y 50 mm, respectivamente (Fig. 2.5A). Sin embargo, en todas
las accesiones se observo una inhibicion en el crecimiento de la RP durante
los primeros cinco dias. Nuevamente, esta inhibicion fue mayor entre el 4° y
el 5° dia de tratamiento y el porcentaje de inhibicion fue diferencial entre
accesiones, obteniéndose desde una modesta inhibicién 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 observo un incremento en la capacidad de respuesta de las
plantulas al NO3, mas del 70 % de las plantulas formaron RL en la zona
expuesta a NO; . Para descartar que dicha estimulacion se debiera al grado
de desarrollo de la zona de la RP expuesta a NO3 y no a la presencia
localizada de éste, se evalud la respuesta en condiciones homogéneas de
NO;’, asi como la aplicacién de este nutrimento en otros segmentos de la
RP (Fig. 2.4A y B). A partir de estos resultados (Capitulo Il) se demostrd
que la respuesta de C. chinense no se debid al grado de desarrollo de la RP
en el segmento expuesto al NOj', sino que fue producto del tratamiento
localizado y fue especifica para este idn.

Existen, desde hace mucho tiempo, numerosos reportes sobre el efecto del
NO; en diversas especies en los cuales se plantea que una caracteristica
generalizada de las raices 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 NO;™ estimula la formacién de raices laterales (RL)
en Pisum sativum (Wiersum, 1958). Ademds, se han descrito varias
gramineas en las que concentraciones milimolares de NO; estimulan la
formacién y el crecimiento de RL, entre las que se encuentran: Triticum
aestivum L. (Hackett, 1972), Hordeum vulgare (Drew, 1975) y Zea mays
(Granato & Raper, 1989). En C. chinense Jacq. el numero de RL se afecto
por la disponibilidad de NOs, los parches ricos en NO; estimularon la
formacién de RL y los parches pobres en este ién 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 numero de RL en los experimentos con parches de NO5.

Se reportan tres mecanismos por medio de los cuales el nitrégeno (N)
regula el desarrollo de las raices lateraies: 1) un efecto estimulatorio
localizado inducido por NOj;, que es mas evidente cuando las plantas
crecen en bajas concentraciones de NOj y posteriormente se les suministra
éste en forma localizada (Zhang & Forde, 1998). 2) un efecto inhibitorio
inducido por altas concentraciones de NOj3, el cual es mas aparente cuando
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de expuestas a 1 mM de KNOs. Por otro lado, la presencia del inhibidor de
la NR no afectd la formac;én de RL. Sin embargo, el efecto mas importante
de la utilizacion de WO4 , fue una baja tasa de crecimiento de las RL en
respuesta a NO3 en el segmento medio.

Debido a que el efecto no fue observado en presencia de WO, |
elongacioén localizada de las RL en respuesta al NO, podria atnbunrsele a
un efecto metabdlico, aunque no se puede descartar que el WO, pueda
tener un efecto sobre otros eventos celulares que indirectamente podrian
regular el crecimiento de las RL. A este respecto se podria recalcar que la
estimulacién en el crecimiento de RL no fue observada cuando se aplico
amonio, un producto de la asimilacion del NO3'.

Cuando plantulas de Nicotiana tabacum crecieron en una solucién nutritiva
en la que el MoO,” se sustituyd por tungstato (50 UM de Na,WO,), la
actividad de la NR en hojas disminuyé a un nivel muy bajo en tan solo 24 h
(Heimer et al., 1969), el mismo efecto se observé con una dosis mayor de
tungstato (150 uM de Na,WO,) (Deng et al., 1989). De igual forma, en
células en suspension de Nicotiana tabacum 50 y 100 uM de Na,WO,
inhibieron el desarrolio de la raiz y de la parte aérea asf como la toma de
NO; (Heimer et al., 1969). En otras especies también se observa el efecto
inhibitorio del tungstato sobre ia actividad de la NR: en raices de plantulas
de Z. mays (Espen et al., 2004), en plantulas de A. thaliana, Cucurbita pepo
y Nicotiana plumbaginifolia (Lillo et al., 2004).

Por otro lado, la estimulacién localizada en la formacion de RL en respuesta
al NOs" podria ser un evento regulado directamente por este nutrimento y no
por una respuesta metabolica, ya que este efecto se observd incluso en
presencia de WO,*, un inhibidor de la NR.

Es necesario considerar el papel que juegan las hormonas en todos estos
procesos de sefializacién, particularmente las auxinas, quienes
desempefnan un papel fundamental en la formacién y el crecimiento de las
RL (Overvoorde et al., 2010).

Para que se presenten modificaciones en el sistema radical se hipotetiza
que se indujeron cambios en la expresion génica por efecto de NOs
exdgeno. En este trabajo se realiz6 una aproximacion a las modificaciones
en la expresion génica que ocurren en presencia de NO; exdgeno,
utilizando la técnica de hibridacion diferencial y se confirmé el resultado de
algunos de los genes con mayores modificaciones mediante PCR tiempo
final.

118












IV.1 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Cooke GW (1954) Recent advances in fertilizer placement. . Fertilizer
placement in England. J Sci Food Agric 9: 429

De Angeli A, Monachello D, Ephritikhine G, Frachisse JM, Thomine S,
Gambale F, Barbier-Brygoo H (2009) Review. CLC-mediated
anion transport in plant celis. Philos T R Soc B 364: 195-201

Deng M, Moureaux T, Caboche M (1989) Tungstate, a molybdate anaiog
inactivating nitrate reductase, deregulates the expression of the
nitrate reductase structural gene. Plant Physiol 91: 304-309

Drew MC (1975) Comparison of the effects of a localized supply of
phosphate, nitrate, ammonium and potassium on the growth of the
seminal root system, and the shoot, in bariey. New Phytol 75: 479-
490

Espen L, Nocito FF, Cocucci M (2004) Effect of NO; transport and
reduction on intracellular pH: an in vivo NMR study in maize roots. J
Exp Bot 55: 2053-2061

Forde BG (2000) Nitrate transporters in plants; structure, function and
regulation. Biochim Biophys Acta 1465: 219-235

Granato TC, Raper CD (1989) Proliferation of maize (Zea mays L.) roots in
response to localized supply of nitrate. J Exp Bot 40: 263-275

Hackett C (1972) A method of applying nutrients locally to roots under
controlled conditions, and some morphological effects of locally
applied nitrate on the branching of wheat roots. Aust J Biol Sci 25:
1169-1180

Heimer YM, Wray JL, Filner P (1969) The effect of tungstate on nitrate
assimilation in higher plant tissues. Plant Physiol 44: 1197-1199

Hodge A, Stewart J, Robinson D, Griffiths BS, Fitter AH (2000a)
Competition between roots and soil micro-organisms for nutrients
from nitrogen-rich patches of varying complexity. J Ecol 88: 150-164

Hodge A, Stewart J, Robinson D, Griffiths BS, Fitter AH. (2000b) Spatial
and physical heterogeneity of N supply from soil does not influence
N capture by two grass species. Funct Ecol 14: 645-653

Hodge A, Robinson D, Fitter AH (2000c) An arbuscular mycorrhizal
inoculum enhances root proliferation in, but not nitrogen capture
from, nutrient-rich patches in soil. New Phytol 145: 575-584

Hutchings MJ, de Kroon H (1994) Foraging in plants: the role of
morphological plasticity in resource acquisition. Adv Ecol Res 25:
159-238

122






Weaver JE, Clements FE (1938) Plant Ecology. 2" edn. McGraw-Hill, New
York

Wiersum LK (1958) Density of root branching as affected by substrate and
separate ions. Acta Bot Neer! 7: 174

Zhang H, Forde BG (1998) An Arabidopsis MADS box gene that controls
nutrient-induced changes in root architecture. Science 279: 407-409

Zhang H, Forde BG (2000) Reguiation of Arabidopsis root development by
nitrate availability. J Exp Bot 51: 51-59

Zhang H, Jennings A, Barlow PW, Forde BG (1999) Dual pathways for
regulation of root branching by nitrate. P Natl Acad Sci USA 96:
6529-6534

124






Es indispensable analizar los cambios morfoldgicos y anatomicos para
determinar los motivos de la inhibicion del desarrollo de la raiz primaria (RP)
durante el 4° al 5 dia de exposicion a NO5.

También se sugiere estudiar el papel de las fitohormonas en el desarrolio
del sistema radicai de C. chinense, fundamentalmente las auxinas, e! acido
abscicico y las citocininas, hormonas que ya se han reportado como
implicadas en los fendmenos de desarrollo de las raices para otras especies
vegetales.

A partir de ADNc y la técnica de polimorfismo de la longitud de los
fragmentos ampilificados (cDNA-AFLP, por sus siglas en inglés) es posible
efectuar un analisis mas amplio y detallado sobre la expresién génica
diferencial en el sistema radical de C. chinense inducida por condiciones
heterogéneas de NO;. Para realizar este estudio se propone utilizar ARN
extraido de raices expuestas a condiciones heterogéneas de NOj, durante
diferentes intervalos de tiempo, asi como analizar la expresién de genes en
las raices de las plantulas sometidas a una inhibicién de la nitrato
reductasa.

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

Finalmente, se propone estudiar y caracterizar el papel de aigunos de los
genes que se expresan diferencialmente en respuesta a NO; para elucidar
si el mecanismo por el cual el NO; modifica ia arquitectura de raiz en C.
chinense comparte algunos de los genes reguladores reportados para otras
especies, 0 bien, determinar si participan genes nunca antes reportados
para la via de sefializacién del NOjy', los niveles de regulacion de dichos
genes y su localizacién en la raiz, asi como identificar un posible receptor
de NO3-.
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