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La clasificacion taxonémica del chile habanero es la siguiente (USDA, 2010):

Reino Plantae-Plantas

Subreino Tracheobionta- plantas vasct.  res
Superdivision Spermatophyta ...antas con semillas
Divisién Mz _ >liophyta-plantas con flores
Clase Magnolopsida-dicotiledéneas
Subclase Asteridae

Superorden Sympetala

Orden Solanales

Familia Solanaceae

Género Capsicum L.

Especie C. chinense Jacq.

1.1.2. Descripcion botanica

El chile habanero es una planta de altura variable, aunque en los cultivares comerciales
puede oscilar entre 75y 120 cm (Tun, 2001).

Las semillas son lisas, ovaladas y pequefias (2.5 a 3.5 mm), tienen testa de color café
claro o café oscuro y su periodo de germinacién varia entre ocho y quince dias. El sabor
picante se debe a la pr__zncia de capsaicina, sustancia muy imtante en estado puro y
cuya mayor concentracion se encuentra en la placenta del fruto (Tun, 2001).

Su tallo es grueso, erecto, glabro y robusto y generalmente tiene tendencia a formar tres
tallos en la primera ramificacion, la que ocurre entre la décima y duodécima hoja, para
después continuar bif andose con un crecimiento semi-indeterminado. Después de la

primera trifurcacién muy raramente las tres ramas alcanzan el mismo desarrollo (Tun,
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primero descritos por sus caracteristicas farm___légicas y posteriormente por sus
caracteristicas moleculares (Meldrum, 2000). Estos receptores son complejos
macromoleculares, formado |, or cuatro o cinco subunidades que pueden o no ser
idénticas. Cada una contiene tres dominios transmembranales denominados M1, M3 y M4
y una porcién reentr...tle en la membrana, el dominio M2, que confiere las distintas
selectividades iénicas d¢  anal (Figura 1.3) (Bigge, 1999).

mGLR: En adicién a la activaciéon de los iGLR, el Glu también actia sobre receptores
acoplados a proteina G, modulando la produccion de se  1dos mensajeros intracelulares.
Se plantea qu¢ ste tipo de receptores median los efectos “lentos” del Glu (Frerking y
Nicoll, 2000). Los estudios han revelado que existen al menos ocho subtipos de mGLR y
éstos a su vez han sido clasificados en tres grupos distintos, basados en su homologia de
secuencia, farmacologia y acoplamiento a mecanismos de sefalizacidn intracelular. De
esta manera, podemos decir que el primer grupo esta integrado por los subtipos mGIuR1
y mGIuRS, los cuales activan a una fosfolipasa C. En cambio, los miembros del segundo
(MGIuR2 y GIuR3) y el tercer grupo (MGluR4, mGIuR6, mGIuR7 y mGIuR8) estan
acoplados negativamente a la adenilatc iclasa y en particular, el receptor mGIuR6 esta
acoplado a la activacion de GMPc fosfodiesterasa (Caramelo ef al.,, 1999).

Estos receptores encontrados en la membrana post-sinaptica de mamiferos participan en
la generacion de cascadas de sefalizacion. La activacion de dichas cascadas de
sefalizacién generan algunc_ e los eventos de sinapsis, los cuales tienen un papel
importante en la homeostasis y los procesos de aprendizaje (Albarracin y Lareo, 2007).

1.4.2. Receptores de ¢ itamato y su funcion en las plantas

Fxiste un interés creciente sobre el estudio de este tema en plantas. La existencia de
canales idnicos activados por ( 1y su posible relaciéon con la familia de genes de los
iGIuRs en animales 1 sido reportada para plantas (Chiu et al., 1999; 2002; Davenport,
2002; Lam et al, 1948). La sefalizacion por Glu es examinada desde una perspectiva
evolutiva y la funcién que pouiian tener en las plantas, tanto en la sefializaciéon endégena,
como determinando |la capacidad de la raiz para responder a fuentes de N organico en el
suelo, también esta siendo objeto de estudio (Ohlund, 2004; Chiu et al,, 2002; Walch-Liu
et al., 2006 ay b).
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1.5.3. Efecto quimiotropico del glutamawv

En varias ocasiones y en una amplia gama de organismos, el Glu ha sido sefialado como
una molécula responsable de generar una respuesta quimiotrépica. En Achlya bisexualis,
el Glu, junto con la arginina, han sido reportados como quimioatrayentes débiles, cuyo
efecto principal reportado ha sido la ramificaciéon de las hifas (Schreurs et al,, 1989). En
Paramecium tetraurelia, el Glu fue importante en la direccién del movimiento del ciliado a
través del medio, siendo para este organismo un atrayente que probablemente indique la
presencia de bacterias de las cuales se alimenta (Van Houten et al., 2000). Se han hecho
estudios del efecto del Glu en la direccion de crecimiento del tubo polinico de
Hippeastrum, obteniéndose resultados negativos (Tsung-Hsun, 1949). El Glu, junto con el
aspartato y la glicina presentes en los exudados de las raices de leguminosa, han sido
sefialados como unos de los principales componentes con capacidad quimioatrayente
para distintas especies de Rhizobium (Bergman ef al., 1988, Gaworzewska y Carlile,
1982) y en Bradyrhizobium japonicum se ha reportado la mayor respuesta quimiotrépica
del Glu (Barbour ef al.,, 1991).

Sin embargo, los estuc”~3 mas profundos sobre el Glu como quimioatrayente, se han
realizado en células neuronales, donde los conos de crecimiento de [as células
neuronales de Xenopus presentaron respuestas quimiotropicas a un gradiente de Glu,
bajo un rango limitado de concentraciones. Esta respuesta estuvo mediada por un
receptor de Glu del tipo NMDA, el cual gener6 un gradiente diferencial de Ca®* dentro de
la célula neuronal al percibir el Glu, lo que desencadené una cascada de sefalizacion,
siendo el efecto final el crecimiento asimétrico de las filopodia Zeng ef al., 1986).

1.5.4. Papel del Ca** en las resp__stas trépicas

El Ca® en las plantas es usado para la sintesis de la pared celular, la formacién del huso
durante la division celular entre otros. Es requendo para el funcionamiento de las
membranas de las plantas ademas de ser un segundo mensajero universal de la
respuesta de las plantas y otros organismos a las sefiales ambientales (Sanders et al,
1999).

Las propiedades del Ca’* como segundo mensajero lo colocan como una molécula
importante en la respuesta quimiotrépica, la adicion de EGTA, un quelante de Ca’", inhibe

20






CAPITULO |

JUSTIFICACION.

La presencia de parches en el suelo con alto contenido de Glu podria indicar la presencia
de una zona rica en nutimentos, producto de la descomposicion de materia organica. La
capacidad de reconocer estas sefiales y emitir una respuesta que permita la captacién de
esos recursos es una ventaja evolutiva, que puede permitidfe al chile habanero
desarrollarse en suelos con condiciones poco favorables.

Para el estudio de los mecanismos de busqueda y captaciéon de nutrimentos es importante
conocer los mecanismos a través de los cuales este tipo de respuestas se llevan a cabo.
Siendo el quimiotropismo hacia Glu en plantas un comportamiento nunca antes reportado,
representa un descubrimiento de gran interés y el estudio de los mecanismos por los
cuales éste se lleva a cabo puede sentar las bases para el desarrollo futuro de nuevos
cultivares altamente eficientes para la captacién de recursos, impactando positivamente
tanto en el uso del suelo como en la utilizacién racional de fertilizantes.

ESTRATEGIA EXPERIML..TAL

En la Figura 1.5 se presenta un resumen de la estrategia experimental que se propuso
para llevar a cabo este trabajo.

Figura 1.5 Resumen de la estrategia experimental que se usé en el trabajo
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Se propone que el Glu en los suelos, puede ser un indicador de la presencia de materia
organica en descomposicién (Filleur et al., 2005), indicando pozas ricas en nutrimentos.
En estudios previos se ha observado que las raices de chile habanero son
quimiotropicamente atraidas hacia parches aislados que contienen Glu (Palacios-Medel,
2009). El objetivo de este proyecto fue caracterizar dicha respuesta quimiotrépica, la cual
no ha sido reportada en plantas.

2.2. MATERIALES Y METODOS.
2.2.1 Material vegetal

Las plantulas de chile habanero fueron obtenidas a partir de la germinacion in vitro de las
semillas de Capsicum chinense Jacq. cv. naranja, que comercializa [a empresa Séminis
(Vegetable Seeds, Inc. Camino del sol Oxnard, CA 933030, USA. Lote No. 935022). Este
cultivar es el que utilizan la gran mayoria de los productores de la peninsula de Yucatan.

2.2.2 Desinfestacion de las sen las

Para la desinfestacion, las semillas se mojaron con 1ml de alcohol al 80% (v/v) y se
agitaron durante 5 min. Posteriormente, se les retiréd el alcohol y se lavaron con agua
estéril cuatro veces. Se sumergieron en hipoclonto de sodio (Cloralex), diluido
previamente al 30% y se agitaron durante 15 min. Se retiré la solucién y se lavaron con
agua estérnil tres veces. Por ultimo, las semillas desinfestadas se estratificaron durante
48h en agua esténl, en condiciones de oscuridad, a 4°C.

2.2.3 Germinacion de la. semill.. y crecim.._nto de las ,..antulas

Las semillas estériles se colocaron en cajas petri con papel filtro humedecido,
aproximadamente 45 semillas por placa. Una vez que ocurri6 la protrusion de |a radicula,
éstas se transfineron a cajas de Petni de 9 cm, que contenian el medio basal NO: 23 mM
de acido 2-(N morfolino) etanosulfénico (MES), pH 5.8, sacarosa al 0.5% (p/v), agar-agar
al 1% (p/v) y las sales del medio B5 (Gamborg et al. 1968), diluidas 1:50. Las fuentes
inorganicas de nitrébgeno del medio B5 (nitrato de potasio y sulfato de amonio) fueron
eliminadas y se adicioné como unica fuente de nitrégeno 0.5 mM de L-Glutamina (GIn).
Para su crecimiento, las plantulas se colocaron en posicién vertical, en condiciones de
fotoperiodo (16 h luz: 8h obscuridad), a una intensidad luminosa de 200 umol m? seg'y a

32












CAPITULO Il

2.2.7 Papel de la cofia en la respuesta quimiotrépica

Para evaluar el papel de la cofia en la respuesta ¢''imiotropica, a plantulas cuya raiz
primana media 22 + 2 mm, se les removid la cofia quirl. jicamente con la ayuda de un
bisturi y bajo la obser..ziéon en un estereonscopio. Estas plantulas fueron sometidas al
tratamiento quimiotrépico descrito en la seccion 1.4 (tanto en KCI como en L-GluK). En
este expeintlento se tuvo en cuenta que el piucec...liento de eliminacion de la cofia no
afectara el crecimiento radical. Como testigo se utilizaron plantulas a las cuales no se les
retiré la cofia. El angulo us desviacion se evalué a las 8 horas de tratamiento.

2.2,.8 Evaluacion de la morfologia del apice radical sometido al tratamiento
quimiotrépico

Las raices sometidas al tratamiento quimiotropico durante 8 horas seis raices por
tratamiento fueron aclaradas usando el método reportado por Dubrovsky et al., (2006).
Para ello, las raices se incubaron a 62 °C por 40 minutos en una solucién de 0.24 N de
HCl y 20% de metanol (v/v), seguido de una incubacién durante 20 minutos, en una
solucion de NaOH (p/v) y 60% de etanol (v/v). Ambas incubaciones se realizaron a
temperatura ambiente. Las raices se rehidratan gradualmente, incubandolas en las
siguientes soluciones: et=rol al 40, al 20 y al 10% (v/v), d''-ante 15 minutos en cada una.
Postenormente, se colocan en portaobjetos, con gliceroi al 50% y se observan al
microscopio 6ptico. Se re=lizaron las siguientes evaluaciones: los tamafios de la cofia,
tamario zona meristematica, zona de elongacion y distancia desde el apice hasta el primer
pelo radical formado. Estas evaluaciones fueron realizadas en el progra:iia Image J.

2.2.9 Papel de un receptor tipo LR y del Ca?** en la respuesta quimiotrépica

2.2.9.1 Ensayo con a nistas y antagonistas de los iGLR de mamiferos

Para el estudio del papel de un receptor tipo iGLR, previo al tratamiento quimiotrépico, las
raices se incubaron durante 15 minutos, en una solucién de 0.5 mM de DNQX (6,7-
dinitroquinoxalina-2,3-diona). Este compuesto es un antagonista de los iGLR del tipo
AMPA (a-amino-3-hidroxil-5-metil-4-isoxazol-propionato) y kainato. El exceso de la
soluciéon se elimind con papel filtro estérl y las raices se colocaron en el modelo
quimiotrépico, previamente descnto, tanto en presencia de KCI 1mM (testigo) como de L-
GluK 1mM (tratamiento). Se realizé un testigo, cuyas raices se incubaron en una solucién
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de la doctora Carmen Quinto, con el Dr. Luis Cardenas.

Figura 2.3 MCuv.e puiv v crimiieie w sriier wwmepe = owJF€SCENCIA, usando un fluoréforo
sensible a cambio de pH.

2.3. RESULTADOS.

2.3.1 Caracterizacié.. l¢ aresp 32sta quimiotropica de la raiz de chile
habanero a glutamato

2.3.1.1 Curva dosis-respuesta

Anteriormente, se habia observado que la raiz primaria de chile habanero redirigia su
crecimiento, acercandose .. parches conter 1do 1 mM de L-GIuK (Palacios-Medel,
2009). Para definir la sensibilidad de las raices al aminoacido, se colocaron plantulas de
chile habanero en el sistema de cajas Petri, descrito previamente en la seccién 2.2.4. En
este experimento, se adicionaron &. parche diferentes concentraciones de L-GluK, desde
0 hasta 1000uM y se evalué el angulo de curvatura de la raiz primaria después de 24 h.

Los resultados indicaron qu | efecto quimiotrépico fue dependiente de la concentracion
del estimulo. La menor concentracion utilizada (50 uM) no provocé una modificacion
significativa en la trayectoria de crecimiento de la raiz primana; sin embargo, se logré
observar un quimiotropismo positivo a partir de una concentracion de 100 uM de Gly,
presentando angulos de desviacion del crecimiento de la raiz primarna entre 5y 8 °, con
respecto a la vertical. También, se observé que la respuesta positiva incrementé en
funcion de la concentracién de Glu, presentando angulos de curvatura de 5 a 15 ° en
respuesta a 500 uM y hasta 20 ° a 1000 uM de L-GluK (Figura 2.4).
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quimiotrépico, inhibi6 la respuesta quimiotropica a Glu. Este resultado parece indicar la
participacién de un receptor parecido a los del tipo AMPA de mamifero. Este reporte
concuerda con reportes anteriores donde el DNQX inhibi6 la entrada de iones al interior
de las raices de Arabidopsis provocado por la aplicacion de Glu externo (Dubos et al,,
2003).

La aplicacion de LaCl; y EGTA inh....:ron la respuesta quimiotrépica a Glu (Cuadro 2.3).
Ambos compuestos impiden el paso de Ca®* y otros iones al interior de las células por
distintos mecanismos; el La> bloquea por obstruccién los canales por donde puede pasar
el Ca®, en tanto el EGTA quela iones divalentes alrededor de la raiz, impidiendo asi su
disponibilidad. Ambos compuestos han sido usados para bloquear la entrada de Ca** a
las raices de Arabidopsis, como reportan Dennison y Spalding, (2000). Estos resultados
demuestran que el Ca** juega un papel importante en |a respuesta quimiotropica a Glu,
siendo necesana su presencia y capacidad de entrar a las células para que esta
respuesta se lleve a cabo.

Por otra parte el Ca** ha sido reportado como una molécula fundamental en las
respuestas tropicas; en el gravitropismo, la aplicacion de EGTA en las raices inhibe la
respuesta gravitropica (Lee et al., 1983), la aplicacion de este quelante también suprime la
respuesta hidrotrépi__ (Taka hi y Suge, 1991; Takano et al., 1997). Especificamente,
en las respuestas quimiotropicas el Ca® es una molécula esencial en distintos
organismos: en animales el quimiotropismo en el crecimiento direccional de los conos de
las neuronas es mediado por el Ca®* (Zeng et al, 1996). En plantas, por ejemplo el
crecimiento direccional del tubo polinico esta mediado por un gradiente de Ca** que
ocurre en la punta del tubo polinico (Hepler et al., 2001).

La aplicacion lateral de Glu provocé un cambio asimétrico del pH, con una acidificacién
del medio alrededor de Ia seccién del apice expuesta a Glu (Figura 2.10). Esto indica una
salida de protones, posiblemente provo._la por una rectificacion de la polaridad de la
membrana plasmatica por una ATPasa en las células expuestas a Glu. Algunos reportes
indican que el Glu provoca una despolarizaciéon de la membrana en raices de Arabidopsis
(Dennison y Spalding 2000). Esto podria sugerir una relacién entre el papel del Ca’" yun
GLR presente en el apice de las raices de chile habanero.
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CAPITULO llI

proponen las bases para una caractenzacién mas profunda de esta respuesta en el futuro.

Bajo esta premisa podemos proponer diversas perspectivas para la investigacion venidera

en esta linea:

Estudiar la respuesta quimiotrépica de Glu en las raices laterales de chile
habanero. Las raices laterales juega .n papel importante en la exploracion y
captacion de recursos. Podria existir la posibilidad de que éstas respondan de
manera parecida a la raiz primaria a la presencia de Glu en el medio.

Clonar un receptor de gluiamato en chile haba ._.0. La clonaciéon de genes es una
herramienta muy util al momento de car:  2rizar una respuesta permiten el uso de
mutantes, silenciamiento de genes, ei.u & otras herramientas. Esto podria ayudar a
esclarecer mas sobre los mecanismos de esta respuesta.

Estudiar el papel de las hormonas en la1 uesta quimiotropica a Glu. La auxina y
el acido abscisico tienen una participacion importante en otros tropismos como son
el hidro y gravitropismo la investigacion de la participacion de éstas y otras
hormonas seria importante para definir los mecanismos por los cuales se lleva a
cabo esta respuesta.
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