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Presentacion

El cultivo del chile habanero en la Peninsula de Yucatan ha sido una actividad favorecida
por diferentes circunstancias a lo largo de la historia reciente. No siendo una especie origi-
naria de México, las condiciones agroclimaticas de la regién, derivadas mayoritariamente
por el impacto del meteorito de Chicxulub, propiciaron un nicho de diversidad genética
aprovechado de manera empirica y magistral por los productores de traspatio para generar
una multiplicidad de formas, colores, sabores y niveles de pungencia de los frutos del chile
habanero, convirtiendo a este cultivo en un elemento distintivo de la cultura peninsular. La
estrecha relacién entre las condiciones del medio ambiente y las caracteristicas agronémi-
cas del chile habanero es tan distintiva e indisoluble que de manera natural propiciaron el
otorgamiento de lo que constituye su acta de naturalizacién como un producto mexicano,
la Denominacién de Origen “Chile Habanero de la Peninsula de Yucatan”

El pujante crecimiento en los ambitos econdmico y cultural, en el sector educativo de nivel
superior, asi como en la investigacion cientifica y técnica en Yucatan, ha contribuido también
de manera directa al fortalecimiento de los diversos eslabones de la cadena de valor del chile
habanero. Especificamente, los resultados de la investigacion cientifica han incidido favora-
blemente para conseguir el reconocimiento y la apropiacién de la semilla de las variedades
criollas, para la generacién del entendimiento logico de los sistemas de produccién y consu-
mo, asi como los modelos de comercializacion en los niveles nacional e internacional.

Las investigaciones en el sector cientifico, desarrolladas por diversas universidades e insti-
tuciones de investigacion ubicadas en el estado de Yucatan, han sido determinantes para el
mejoramiento de practicamente todas las actividades relacionadas con el cultivo e industria-
lizacién del chile habanero. Asi, con sus investigaciones sobre diferentes tematicas del chile
habanero, la Universidad Auténoma de Yucatan, el Instituto Tecnolégico de Mérida, el Ins-
tituto Tecnolégico de Conkal, el Centro de Investigacion y Asistencia Tecnoldgica y Disefo
del Estado de Jalisco (CIATE)), el Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y
Pecuarias (INIFAP) y el Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan (CICY), entre otras insti-
tuciones, han contribuido al establecimiento de la mayor masa critica a nivel mundial para el
estudio integral de la cadena de valor del chile habanero.



Una de las instituciones que comprometieron sus actividades de investigacién para apoyar
al sector productivo del chile habanero fue el Centro de Investigacién Cientifica de Yucatan
(CICY), mediante la Unidad de Bioquimica y Biologia Molecular de Plantas (UBBMP). En esta
Unidad, con la idea visionaria del Dr. Armando Escamilla Bencomo, entonces director de la
UBBMP, se establecié desde principios de la década pasada un proyecto estratégico cuya
meta es la aplicacién del conocimiento cientifico para la mejora de las variedades criollas del
chile habanero. Mediante el establecimiento de este proyecto estratégico, los investigadores
de la UBBMP decidieron iniciar proyectos en respectivas lineas de investigacién cientifica.

La presente obra presenta una recopilacion de las investigaciones en los niveles basico
y aplicado desarrollados en los primeros diez anos del proyecto estratégico. Los trabajos
atienden diferentes aspectos relacionados con la influencia de factores internos y del me-
dio ambiente sobre aspectos bioquimicos, genéticos, fisioldgicos y moleculares que en su
conjunto permiten entender el desarrollo integral de la planta y su adecuacién al medio am-
biente. Las actividades de la UBBMP derivadas de este proyecto coadyuvaron a incrementar
los indices de productividad estatal con relacion a estudios del chile habanero, observados
a partir del afo 2003, en el numero de investigaciones financiadas con recursos externos, el
numero de publicaciones de investigacién original en revistas internacionales indizadas, el
numero de presentaciones magistrales en congresos nacionales e internacionales, asi como
en la generacion de recursos humanos altamente capacitados en los niveles de Licenciatura,
Maestria y Doctorado.

Los impactos de las investigaciones presentadas en esta obra pueden ubicarse en los dmbitos
ecoldgico, social, comercial, industrial y cientifico-tecnolégico. La generacién del mayor ban-
co de germoplasma de variedades criollas, el registro de nuevas variedades, la construccién
del mayor banco de genes del chile habanero, el establecimiento de procesos de prolifera-
cion clonal, asi como la construccion de las instalaciones para el procesamiento de semilla de
alta calidad, Unicas en América Latina por la tecnologia empleada, representan productos de
transferencia tecnoldgica. Mientras que por su amplitud y variedad de areas de estudio, los
resultados aportados por la UBBMP representan en su conjunto un aporte invaluable para el
conocimiento cientifico universal y constituyen herramientas robustas que se encuentran a
disposicion de grupos de investigacion, de fitomejoradores y de biotecnélogos.

Dr. Raul Godoy Montanez
Secretario de Investigacién, Innovacién
y Educacién Superior del Estado de Yucatan
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Introduccion

Dr. Lorenzo Felipe Sanchez Téyer

Director General '/
Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan A.C.

El Centro de Investigacién Cientifica de Yucatan (CICY), consciente de su papel ante la socie-
dady de las necesidades del campo en el sureste del pais, ha participado en la generacién
de conocimiento cientifico y tecnoldgico orientado hacia los cultivos y encadenamientos
productivos de importancia para la region.

En este sentido, los investigadores del CICY han contribuido con estudios relevantes al cul-
tivo del chile habanero mediante la generacién de ciencia basica y aplicada, que permitié el
desarrollo de nuevas variedades. Cabe destacar la participacion de los investigadores, téc-
nicos e ingenieros, que realizaron el trabajo coordinado que posibilitd poner a disposicion
de los productores las nuevas variedades, mediante la produccién de semilla mejorada en
cantidad y calidad suficiente para abastecer las demandas local y regional. Resultado de este
esfuerzo condujo a la creacién de la Unidad Productora de Semillas en el Parque Cientifico
Tecnoldgico de Yucatan en Sierra Papacal. El CICY ha contribuido a formar recursos humanos
a diferentes niveles académicos, desde la licenciatura hasta el doctorado y el postdoctorado,
que se han integrado a diversas instituciones de educacion superior, centros de investiga-
ciény empresas de la region sureste. Son numerosas las tesis de grado sobre chile habanero
que han generado los estudiantes bajo la direccién de los investigadores del Centro y los
articulos arbitrados publicados en revistas internacionales y nacionales.

En su momento, los investigadores del CICY contribuyeron a la gestion de la Denominacién
de Origen del Chile Habanero de la Peninsula de Yucatan y a la creacién de Normas Oficia-
les Mexicanas (NOM) y de normas internacionales del Codex Alimentarius y de la Comisién
Econdmica para Europa (CEPE).

El presente libro representa el esfuerzo conjunto de casi quince afos de investigacion lleva-
daa cabo por el personal académico del CICY y da cuenta de las colaboraciones establecidas
con otras instituciones durante este periodo. La obra incluye temas relacionados con los
Recursos Genéticos, la Interaccion con el Medio Ambiente, el Metabolismo Secundario y los
Desarrollos Biotecnoldgicos del Chile Habanero. En este sentido deseo agradecer a las diver-
sas instancias como el Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia, el Gobierno del Estado de
Yucatan, a través de la Secretaria de Investigacién, Innovacion y Educacién Superior, y del
Fondo Mixto Conacyt-Gobierno del Estado de Yucatan, por su valioso apoyo y compromiso
a lolargo de mas de una década, mismos que hicieron posible la realizacién de esta obra.
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El chile habanero
en la cultura peninsular

Capitulo 1

Tomas Augusto Gonzalez Estrada,*
Luis Carlos Gutiérrez Pacheco y Fernando A. Contreras Martin
*Autor responsable: tge@cicy.mx

Resumen

El chile habanero no tiene origen mexicano pero, al igual que muchos otros ex-
tranjeros, ha adquirido carta de naturalizacién después de conocer nuestra tie-
rra. Proveniente de la cuenca del Amazonas, Capsicum chinense ha encontrado
un nicho ecoldgico en la Peninsula de Yucatan, en donde ha desarrollado una
interesante diversidad genética. El arraigo de este cultivo a la cultura peninsular
ha permeado hacia diversos estratos sociales, incluido el popular, el productivo, el
empresarial, el gubernamental y el cientifico. Cada uno de estos sectores ha con-
tribuido a hacer sentir al chile habanero nativo de estas tierras; particularmente
el sector productivo, pues fue en los traspatios y las pequenas parcelas donde el
agricultor peninsular generé una riqueza botanica tan importante que, ademas
de convertirse en un elemento representativo de la cocina y la cultura regional, le
ha valido en la actualidad el otorgamiento de una Denominacién de Origen y el
constituirse como una promesa para el desarrollo econémico de la region.

o

Palabras clave

Chile habanero, variedades criollas, diversidad genética

Origen y dispersion prehispanica del chile habanero

El chile habanero proviene de las tierras
bajas de la cuenca amazénica y de ahi se
dispersé a Peru durante la época prehis-
panica. La distribucién también se diri-
gi6 hacia la cuenca del Orinoco (ubicada
actualmente en territorios de Colombia y
Venezuela) hacia Guyana, Surinam, Guya-
na Francesay las Antillas del Caribe. Se ha
sugerido que la introduccién prehispanica

del chile habanero en el Caribe se debio
a migraciones indigenas de agricultores
y alfareros procedentes de Sudamérica,
pertenecientes a grupos arahuacos (ori-
ginarios de Puerto Rico) que viajaron por
las Antillas Menores hasta llegar a Puerto
Rico, La Espafiola (Republica Dominicana
y Haiti), Jamaica y Cuba, entre los afios 250
d.C.y 1,000 d.C."

17
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Algunos estudios con ADN sefialan que en
Puerto Rico y Republica Dominicana las
migraciones precolombinas de indigenas
procedentes del Amazonas corresponde-

rian a las tribus de yanomamos y crajos, que
aun hoy en dia contintdan habitando en las
regiones del Amazonas y del Orinoco. @

La llegada del chile habanero a Yucatan

¢{Como y cuando hizo su aparicién el chile
habanero en Yucatan y por qué le dieron
este nombre? Es dificil responder estas
preguntas debido a la falta de registros ar-
queoldgicos o fuentes escritas.

La llegada del C. chinense a la Peninsula de
Yucatan antes de la conquista europea es
poco probable;® sin embargo, investiga-
ciones recientes reportan evidencia del
contacto precolombino via maritima, en-
tre los tainos (aborigenes de Puerto Rico)
y los mayas del periodo clésico.

Otra teoria de la incursion temprana del
chile habanero a Yucatan senala que pudo
haber sido por via terrestre a través de ne-
xos comerciales, pues a la llegada de Colén
a las Antillas, en 1492, los tainos —descen-
dientes de los arahuacos- ya consumian aji
(chile), segun lo sefala dicho personaje en
las notas de su primer viaje a América.”

En el siglo XVI, Diego de Landa reporta el
consumo del chile entre los mayas:
...Que también tuestan el maiz, lo
mueleny deslien en agua, que es muy

fresca bebida, echandole un poco de
pimienta de indias (chile) o cacao. Por
la mafnana toman la bebida caliente
con pimienta (chile), como esta dicho,
y entre dia, las otras (bebidas) frias, y a
la noche los guisados; y que si no hay
carne hacen sus salsas de la pimienta
(chile) y legumbres.

Si bien el testimonio no especifica de
qué variedad de chile se trata, deja claro
su consumo tradicional. Pero a falta de
una evidencia tangible sobre la introduc-
cion prehispanica del chile habanero a la
Peninsula de Yucatan, se ha planteado otra
hipétesis que apoya su llegada posterior
a la Conquista. Al respecto, se argumenta
la prueba lingtistica de que no existe un
término en lengua maya para identificar
el chile habanero como los hay para otros
chiles de la zona, como el xcat-ik, yaax-ik,
chawa-ik, maax-ik y otros. De aqui se de-
sprende la creencia mas extendida de que
tanto el fruto como el nombre provengan
de los comerciantes espanoles que lo tra-
jeron ala Peninsula desde Cuba en épocas
mas recientes.®

Los ecotipos criollos del chile habanero

Independientemente de cual haya sido la
via de entrada a la Peninsula, es un hecho
que el chile habanero encontré en Yuca-
tan ciertas condiciones especiales que le
permitieron adaptarse y diversificarse en
un entorno muy diferente al de su origen.
Estas condiciones son producto de una
serie de factores climaticos (altas tem-

peraturas, escasa precipitacion pluvial) y
edafoldgicos (suelo con poca materia or-
ganica, formado por las deposiciones ma-
rinas acumuladas a lo largo de 65 millones
de anos en el crater formado luego del
impacto de un meteoro en el actual muni-
cipio de Chicxulub, Yucatan).



EL MEJORAMIENTO GENETICO DEL CHILE HABANERO DE LA PENINSULA DE YUCATAN

Figura 1
Representacion del area de impacto
del meteoro en la Peninsula de Yucatan

Las imagenes fueron desarrolladas con base en estudios (a) gravimétricos terres-
tres y (b) de campo magnético (http://www.icdp-online.de/html/sites/chicxulub/
news/news.html.)

Debido a lo anterior, en la Peninsula de
Yucatdn existe un gran numero de eco-
tipos originados por la diversificacion de
las especies introducidas (chinense) y las
nativas (annuum),"® y que actualmente
se conocen como criollos. Sin embargo, se

desconoce el numero existente de ecoti-
pos como tal. Latournerie et al. (2001) rea-
lizaron una colecta de 102 poblaciones de
chiles criollos en Yaxcab4, Yucatan, que re-
sultd en la identificacién de siete varieda-
des pertenecientes a la especie annuum
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(chile dulce, yaax ic, xcat'ic, pico paloma,
cha’hua, sucurre y maax), y una en la espe-
cie chinense (habanero). Actualmente se
encuentran disponibles comercialmente
algunas variedades de chile habanero que

fueron seleccionadas por alguna caracte-
ristica deseable, principalmente resisten-
cia a plagas, tamano de fruto, picor, color,
etcétera.

Anatomia del fruto del chile habanero

El fruto del chile habanero es una baya
hueca en forma de trompo, poco carnosa,
con dos y hasta ocho hojas modificadas,
que constituyen el aparato reproductor fe-
menino de la flor y se denominan carpelos.

El fruto es muy picante y aromatico, su
color antes de alcanzar la madurez gene-
ralmente es verde; sin embargo, cuando
madura puede presentar variantes de co-
lor amarillo, naranja, rojo, morado o café.

Las paredes que dividen el interior del fru-
to son incompletas y en el extremo infe-
rior se unen para formar unas estructuras
membranosas que comuinmente se deno-
minan venas, las cuales se insertan en la

placenta, la cual es de color blanco amari-
llento y de apariencia esponjosa.

La placenta es el lugar donde se sinteti-
zan los capsaicinoides (son los alcaloides
responsables del sabor picante de todo
chile), principalmente la capsaicina y la di-
hidrocapsaicina.

Los capsaicinoides en frutos maduros solo
se sintetizan en las células de la superficie
de la placenta, los cuales se especializan
como glandulas que segregan estos com-
puestos, depositandolos en las semillas y
paredes de la capa mas interna de la pared
frutal Ilamada endocarpio.

Figura 2
Diversidad genética del chile habanero

Se muestran algunas de las variedades mas representativas del chile habanero
cultivado en la Peninsula de Yucatén.
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El cultivo del chile habanero en Yucatan

En este estado, la siembra puede efectuar-
se en cualquier temporada del afno con
el riego adecuado; pero la temporada de
lluvias (junio-septiembre) reviste especial
importancia, pues las temperaturas, hu-
medad y luminosidad favorecen mayores
rendimientos. Sin embargo, este sistema
de siembra de temporal esta sujeto a la
presencia de plagas y enfermedades que,
sin un adecuado control, pudieran ocasio-
nar pérdidas en la produccion.

Las semillas de chile habanero no se siem-
bran directamente en el suelo. Los agri-
cultores tradicionales aun germinan sus
semillas en sitios especiales llamados al-
macigos que pueden estar al nivel del sue-
lo o elevadas del mismo (conocidos como
canché) y protegidos con casa-sombras,
los cuales ofrecen condiciones muy favo-
rables de suelo, luz y agua para posibilitar
un buen crecimiento de los brotes, para
obtener las llamadas plantulas, que se
trasplantan al sitio de cultivo. Actualmen-
te, los almacigos en suelo estan siendo
sustituidos por charolas de poliestireno
gue permiten un mejor control fitosanita-
rio de las plantulas.

El terreno adecuado para la siembra es
un sitio no susceptible a inundaciones; en
caso de contener vegetacion alta y abun-
dante ésta serd cortada y quemada. Por
otro lado, si el terreno es de uso continuo,
en vez de quemar es conveniente aplicar
herbicidas desecantes, y si se trata de sue-
los mecanizados es necesario hacer un
surco de 20 a 25 cm de profundidad para
permitir el desalojo de agua.

En Yucatdn predominan los cultivos en
superficies pequefas y pedregosas deno-
minadas mecates, que son unidades de
superficie de 400 m? (20 x 20 m), en los
cuales, con apoyo oficial, algunos produc-
tores han cultivado superficies de varias
hectareas en suelos pedregosos y, actual-
mente, se empieza a promover el cultivo
en estructuras protegidas.

La superficie de cultivo de chile habanero
en el estado oscila entre las 250 y 400 hec-
tareas (SIAP, 2010-2012) y los rendimien-
tos varian entre ocho y doce toneladas por
hectérea (ton/ha), en suelos pedregosos al
norte del estado, y de 10 a 15 ton/ha en
suelos mecanizados al sur.

Usos culinarios tradicionales del chile habanero

El consumo del chile habanero estd muy
arraigado entre los habitantes de la Penin-
sula de Yucatan; se ha constituido en in-
grediente de numerosos platillos y recetas
gue le han dado fama nacional e interna-
cional a la comida yucateca.

La manera mas simple de consumirlo es
fresco, pero también se prepara asado,
macerado o picado en pequefos trozos
aderezado con sal y limén, listo para agre-
garlo a distintos platillos como la cochini-

ta pibil, el lechén al horno, los papadzules,
el puchero, el frijol con puerco, el relleno
negro, el queso relleno, el escabeche de
Valladolid y los tacos, entre otros guisos.

Y aunque no hay un término maya para el
chile habanero, existe uno para la salsa que
se prepara con tomate, cebolla, cilantro,
chile habanero y jugo de naranja agria o
limén: Xni-pec, que se traduce como “nariz
mojada de perro”, sugiriendo que la salsa es
tan picante que provoca el flujo nasal.®’
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Usos industriales del chile habanero en Yucatan

Este fruto ocupa un lugar principal entre los
productos agricolas de Yucatan. Tradicio-
nalmente, se vende fresco para consumo
directo o como una materia prima para pre-
parar salsas picantes, pero también existen
diferentes empresas en el mercado que se
encargan de procesarlo y distribuirlo tanto
en el pais como en el extranjero, en forma
de chile seco entero, en polvo, para pro-
ducir pasta, y chile seco en hojuelas o en
conserva, entre otras presentaciones. Sin
embargo, el incremento en la demanda del
chile habanero y sus derivados, asi como la
oferta insuficiente por parte de los produc-
tores, debido principalmente a la incidencia
de enfermedades virales, evidencian la ne-

cesidad de crear iniciativas para modernizar
el cultivo y de apoyar la investigacion cien-
tifica que mejore la produccion.

En este sentido, existen diferentes institu-
ciones en el estado en las cuales se reali-
zan estudios sobre:
- Caracterizacion de germoplasma
+ Morfologia de los frutos del chile
habanero
- Plagas y enfermedades, especialmente
de origen viral
+ Nutricion y sistemas de produccién
« Cultivo y conservacion in vitro de
germoplasma
« Estudios bioquimicos y moleculares

Un cultivo en constante transicion

En contraste con su origen incierto, el
futuro del chile habanero de Yucatdn es
prometedor, aunque en sus inicios tal vez
fuera considerado un cultivo excéntrico;
no obstante, con el tiempo se convirtié en
algo indiscutiblemente unido a la cultu-
ra y la identidad regionales; de tal modo,
que en la actualidad ha adquirido un valor
agregado gracias al aprovechamiento que
se hace de la capsaicina como componen-
te de diversos productos alimenticios, in-
dustriales y terapéuticos.

La agroindustria del chile habanero tiene
una oportunidad Unica para posicionarse
estratégicamente en el mercado deman-
dante de capsaicina tanto nacional como
internacional (Estados Unidos, Espaia, In-
glaterra y especialmente Japén).

Esta demanda de chile habanero en fresco
y de sus derivados industriales ha propi-
ciado cambios importantes en la superfi-
cie cultivada, la tecnologia del cultivo, en

el mejoramiento genético, la organizacién
y apoyo a los productores, en los volime-
nes, tiempos y calidades que exige el sec-
tor industrial, entre otras cosas.

Un hecho que sin duda contribuira tras-
cendentalmente a consolidar la comer-
cializacién del producto es la obtencién
de la denominacién de origen del chile
habanero de Yucatan otorgada en 2010
(DOF, 4/06/2010) siendo este un reconoci-
miento oficial de las caracteristicas distin-
tivas de calidad del fruto producido en esa
zona como la pungencia (nivel de picor),
el aroma, el sabor y la vida de anaquel que
permiten diferenciarlo de los chiles haba-
neros producidos en otras regiones para
efectos de mercado.

Por otro lado, las instituciones regionales
de investigacién juegan actualmente un
papel decisivo en esta dinamica mediante
la generacién de conocimientos y meto-
dologias que favorezcan la productividad
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y el aprovechamiento integral de este cul-
tivo, asi como en la formacién de recursos
humanos especializados en los diferentes
eslabones productivos. Cabe destacar que
recientemente se llevd a cabo un estudio
estratégico interinstitucional del chile ha-
banero, el cual permitié, entre otros as-
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pectos, definir las prioridades actuales de
investigacion y transferencia de tecnolo-
gia para esta cadena productiva, asi como
plantear las necesidades futuras de cono-
cimiento y tecnologia a mediano y largo
plazos, con base en una prospectiva de las
tendencias del mercado.
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Resumen

La Unidad de Bioquimica y Biologia Molecular de Plantas del CICY establecio
desde el afio 2002 un proyecto estratégico para la caracterizaciéon bioquimica,
genética y molecular de las variedades criollas del chile habanero que se cultiva
en la Peninsula de Yucatan, como una iniciativa institucional para generar conoci-
mientos cientificos que permitieran coadyuvar al mejoramiento genético de esta
especie. Como resultado de ello, el proyecto ha generado a la fecha importantes
conocimientos cientificos y agrobiotecnolégicos sobre factores que afectan la
productividad en el campo, el establecimiento e implementacién de protocolos
de cultivo de tejidos in vitro, y en aspectos fitosanitarios relacionados con enfer-
medades causadas por microorganismos. Un punto central en la evolucién de
estos estudios estd constituido por la creacién del banco de germoplasma mas
importante de las variedades criollas de chile habanero de la Peninsula de Yuca-
tan, conteniendo las accesiones mas picantes del mundo. La actividad cientifica
alrededor del cultivo de chile habanero ha permitido la formacién de recursos
humanos altamente capacitados, generando la masa critica mas importante en el
ambito nacional especializada en los estudios del chile habanero. A 10 afos de su
inicio, este proyecto representa por su nivel de consolidaciéon un punto de apoyo
fundamental en los esfuerzos regionales para constituir un sistema alimentario
para el chile habanero. La implementaciéon de esquemas productivos de calidad
en los sistemas agroalimentarios constituye un area de oportunidad, que en el
CICY se apoyara con el compromiso para desarrollar protocolos innovadores de
investigacion basica y de desarrollo tecnoldgico.

Palabras clave

Estudios bioquimicos y moleculares, bancos de germoplasma, fitomejora-
miento, variedades criollas de chile habanero

o
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Introduccion

El cultivo del chile habanero es una actividad de especial relevancia para las socie-
dades de la Peninsula de Yucatan, pues a pesar de que desde su introduccién a la
region su cultivo se desarrollé tradicionalmente en baja escala y con bajos o nulos
niveles de tecnificacién, las condiciones agroclimaticas de la Peninsula convirtieron
a esta regién en el centro de diversificaciéon genética mas importante de esta espe-
cie, conduciendo al desarrollo, a través del conocimiento tradicional, de las multi-
ples variedades “criollas” con caracteristicas organolépticas sobresalientes, entre las
que destacan los niveles altos de pungencia y los sabores distintivamente propios.

La percepcion de que los efectos del medio ambiente de la regién constituyen la
principal influencia en la manifestacion de las cualidades agronémicas del chile
habanero, condujeron a diversos sectores liderados por las asociaciones y comi-
tés de productores, a iniciar acciones para obtener la proteccion comercial del
producto. Entre estas acciones estan la obtencién de la marca colectiva y la pos-
terior solicitud al gobierno mexicano de la Denominacién de Origen “Chile Haba-
nero de Yucatan’, misma que en anos recientes se modificé a “Chile Habanero de
la Peninsula de Yucatan”

Estos hechos, asi como el incremento que de manera paulatina y constante se
dio en la demanda del producto, tanto en fresco como en sus diferentes niveles
de procesamiento, constituyeron una presién externa para incrementar la pro-
duccién. Sin embargo, la poca tecnificacidon y escasez de semillas de variedades
criollas autéctonas condujeron desde entonces a la introduccion masiva de semi-
lla de variedades generadas en el exterior de la regién, principalmente por com-
pafias extranjeras que producen sus semillas en Estados Unidos o en el norte de
la Republica Mexicana. Estos factores afectaron de manera negativa y progresiva,
pero practicamente inadvertida, a diversos dmbitos como el econémico y el eco-
I6gico. En el primer caso, esta practica ha conducido a la produccién de frutos con
calidad menor a la de las variedades locales, con menor pungencia y con sabor
diferentes, lo cual puede tener repercusiones comerciales; en el segundo caso, la
siembra masiva de variedades con diferente calidad e identidad genética cons-
tituyen un elemento de presién negativa que puede afectar la gran variabilidad
genética local, erosionandola.

En ese difuso panorama de agresivas iniciativas de los sectores privados y de una
incipiente apertura de oportunidades, en el aflo 2002, el colegio de profesores
de la Unidad de Bioquimica y Biologia Molecular de Plantas (UBBMP), del Cen-
tro de Investigacién Cientifica de Yucatan (CICY), acepto la propuesta visionaria
del Dr. José Armando Escamilla Bencomo®, entonces director de la Unidad, para
implementar un proyecto estratégico de largo aliento cuyo objetivo consistié en
caracterizar bioquimica, genética y molecularmente el germoplasma del chile ha-
banero de la Peninsula de Yucatan.
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Esta iniciativa constituyé en su momento un reto en si misma, pues los investiga-
dores de la Unidad debimos convencernos primero sobre la pertinencia de que
esta propuesta pudiese tener el alcance estratégico requerido para concentrar
las actividades de investigacion de la UBBMP durante los siguientes afnos; adicio-
nalmente, el director en turno de la Unidad debié realizar una eficiente labor de
convencimiento para persuadir a las autoridades del Centro sobre la relevancia
estratégica de este modelo de estudio. Esto ultimo fue probablemente el mayor
obstaculo que el proyecto tuvo que sobrepasar.

No obstante, una vez establecido y sobrepasados los inconvenientes, el proyecto,
denominado “Caracterizacion Bioquimica y Molecular del Germoplasma de Chile
Habanero de la Peninsula de Yucatan para su Mejoramiento Genético’, tuvo como
meta el aprovechamiento de los conocimientos y las herramientas cientificas
y tecnoldgicas que se desarrollarian a lo largo de ese periodo para aplicarlos al
mejoramiento de las variedades criollas. Por diferentes razones, este proyecto se
concibié desde dos aristas convergentes: en primera instancia, la creacion de un
banco de germoplasma constituido por muestras representativas de las varieda-
des criollas cultivadas en los tres estados de la Peninsula de Yucatan, asi como por
las donaciones de productores y de colecciones generadas por otras institucio-
nes; en la segunda instancia, la realizacion de protocoles experimentales para la
caracterizacion bioquimica y molecular de estos materiales, con el fin de generar
conocimientos cientificos utiles para el mejoramiento.

Inicialmente, con el fin de eficientar recursos logisticos e intelectuales, se decidié
establecer colaboraciones con las instituciones regionales que tradicionalmente
habian desarrollado estudios con el chile habanero y que por lo tanto tenian un
nivel de consolidacion mayor. No obstante, los diversos intentos para establecer
convenios de colaboracién con las instituciones de la regién no rindieron los fru-
tos deseados, por lo que la UBBMP desarrollé el proyecto estratégico del chile
habanero practicamente de manera aislada.

Areas de investigacion

La organizacién de las diferentes activida-
des de investigaciéon de este proyecto se
basé en la estructura de las lineas de in-
vestigacion establecidas en la UBBMP en
ese entonces:

Estrés bidtico. Esta linea agrupé los pro-
yectos dedicados a la identificacion y ais-
lamiento de variedades de chile habanero
resistentes o tolerantes a enfermedades
causadas por microorganismos, como el
marchitamiento por Phytophthora, a la

identificacion de microrganismos patége-
nos del chile habanero, a la identificacion y
aislamiento de péptidos o proteinas natura-
les del chile habanero con actividad antimi-
crobiana, a la identificacion de nuevos virus
asociados con el cultivo, a la determinacion
de tratamientos fisicos para inactivar los
virus transmitidos por semilla, al estableci-
miento de tratamientos biorracionales para
conferir resistencia al chile y a la elucidacion
de los mecanismos moleculares que regu-
lan el establecimiento de la resistencia ad-
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quirida, asi como a la identificacion y aisla-
miento de genes de resistencia y de genes
de interés agroeconémico.

Estrés abiotico y nutricion

mineral. Los proyectos agrupados en esta
linea fueron aquellos relacionados con la
evaluacién de los efectos del medio am-
biente no bidtico sobre el metabolismo
celular y los procesos de diferenciacion.
Algunos temas especificos se relacionan
con el estudio de la regulacién bioquimica
y molecular de la absorcién de nitrégeno
y de las modificaciones en la arquitectu-
ra radicular ocasionada por la presencia
de diferentes formas quimicas del nutri-
mento, de la identificacién y clonacién de
nuevos canales de potasio, de los estudios
de la influencia del régimen hidrico en la
acumulacién de capsaicina y del efecto de
contaminantes como el aluminio en la fi-
siologia de las plantulas.

Metabolismo secundario e

ingenieria metabdlica. Esta linea disena
y utiliza modelos in vitro para el estudio
del metabolismo nitrogenado y de la sin-
tesis de metabolitos secundarios, asi como
para entender la influencia de diferentes

Aportes del proyecto

Conocimiento cientifico

Los resultados cientificos de los proyectos
participantes en el programa estratégico
del chile habanero del CICY se presentan
en detalle en los capitulos siguientes. Bas-
te decir aqui que con base en su amplitud
y en la variedad de areas de estudio, los
resultados del proyecto estratégico repre-
sentan en su conjunto un aporte invalua-
ble para el conocimiento cientifico uni-
versal, ademas de constituir herramientas
robustas puestas a disposicion de los gru-
pos de investigacion, de los fitomejorado-
res y los biotecnélogos que lo soliciten.

sefiales hormonales en la produccién de
metabolitos, empleando para ello suspen-
siones celulares de chile habanero. El es-
tudio de las enzimas de las rutas metabo-
licas de la sintesis de capsaicina y el de las
enzimas que metabolizan al nitrégeno en
las placentas de los frutos se encuentran
también en esta linea de investigacion.

Morfogénesis y regulacion

génica. Esta linea incluye proyectos re-
lacionados con la generacion y caracte-
rizacién del banco de germoplasma de
las variedades criollas del chile habanero,
asi como con el establecimiento de pro-
tocolos para la propagacion in vitro, que
incluyen estrategias de morfogénesis, em-
briogénesis somatica y la generacién de
suspensiones celulares. De particular inte-
rés es el tema del banco de germoplasma,
pues constituye el pivote unificador para
el desarrollo del proyecto estratégico, per-
mitiendo al mismo tiempo poseer como
modelo de estudio a la mayor riqueza
genética de la especie Capsicum chinense
Jacq., y poder aplicar los conocimientos,
las metodologias y tecnologias para el me-
joramiento genético de estas variedades.

Formacion de recursos humanos

En relacién con el aporte en la formacién de
recursos humanos especializados en el tema
del chile habanero, a través de este proyec-
to la UBBMP ha contribuido a la formacion
profesional de un importante niumero de
alumnos de diversos grados, de diferentes
regiones del pais e inclusive del extranjero,
quienes desarrollaron diversas actividades
académicas teniendo al tema del chile ha-
banero como tema de estudio. Estas activi-
dades han ido desde el servicio social, resi-
dencias profesionales y tesis de Licenciatura,
hasta la realizacion de estudios de Maestria
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y Doctorado, estos Ultimos grados imparti-
dos en el CICY.

La poblacién estudiantil histérica que
se ha formado en los laboratorios de la
UBBMP esta compuesta por alumnos
procedentes de instituciones tanto de la
Republica Mexicana como del extranjero.
Asi, ha habido estudiantes procedentes
de la Universidad Nacional Autébnoma de
México, de la Universidad Autbnoma de
Yucatan, del Instituto Tecnoldgico Supe-
rior del Sur del estado de Yucatan, del Ins-
tituto Tecnolégico de Mérida, del Instituto
Tecnolégico de Calkini, del Instituto Tec-
nolégico Superior de los Rios en Tabasco,

Impactos en indicadores sociales

Los resultados de las diferentes activida-
des de investigacién generadas en o de-
rivadas del proyecto estratégico del chile
habanero, presentan un alto potencial de
impacto en diversas areas como la ecolé-
gica, la social, la comercial, la industrial, la
tecnoldgica y desde luego la cientifica.

Impacto ecolégico. Este es uno de los mas
evidentes y directos indicadores mejora-
dos por los resultados del proyecto. La ge-
neracion de variedades de chile habanero
con caracteristicas agrondmicas sobresa-
lientes a partir de la variabilidad genética
de las variedades criollas representa un
elemento fundamental para el rescate de
las variedades criollas. Adicionalmente, la
produccién y distribucion masiva de semi-
lla de ocho de estas variedades, las cuales
actualmente se encuentran registradas en
el Catadlogo Nacional de Variedades Vege-
tales de la Sagarpa, permitird reducir el uso
de variedades de procedencia externas
con menor calidad, minimizando y even-
tualmente eliminando el riesgo de erosiéon
genética por el uso de monocultivos.

del Instituto Tecnolégico de Zacatepec en
Morelos, del Instituto Tecnolégico de Tux-
tla Gutiérrez en Chiapas. Muchos de ellos
se han graduado de los niveles de licencia-
tura, de Maestria en Ciencias y otros han
obtenido el grado de Doctorado en Cien-
cias. Hay investigadores que han realizado
sus estancias posdoctorales.

Adicionalmente, egresados de este pro-
grama se encuentran realizando investi-
gaciones con el chile habanero como in-
vestigadores independientes, adscritos a
diversas instituciones locales, nacionales y
en el extranjero.

Impacto social. Debido a que aun en es-
tos tiempos se contintda sembrando chile
habanero en pequenas parcelas y en me-
cates, de manera paralela a la siembra de
chile habanero es una actividad.

Impacto comercial e industrial. La se-
milla es la base de la cadena productiva
del sistema producto chile habanero, con
la produccién y distribucién de semilla de
las variedades mejoradas se otorgara.

Impacto tecnolégico. En los aspectos
agrobiotecnoldgicos, la implementacién
de diversos sistemas de cultivo de tejidos
in vitro han constituido herramientas muy
valiosas tanto para propagacion de ma-
teriales élite como para la realizacion de
diversos estudios como el metabolismo
nitrogenado, la percepcién celular del me-
dio ambiente y la regulacién de la sintesis
de metabolitos secundarios, como la cap-
saicina. Sus aplicaciones en aspectos fito-
sanitarios han permitido la identificacién
de microorganismos causantes de enfer-
medades y la generacién de variedades
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resistentes, tanto por métodos convencio-
nales como biotecnolégicos, ademas de
permitir el aislamiento de gens de defensa
y la identificacion de los mecanismos mo-
leculares que regulan la resistencia contra
las enfermedades.

De manera relevante, los desarrollos cien-
tificos y tecnoldgicos apuntalan ahora al
sistema alimentario del chile habanero
mediante la aportacion, produccién de
calidad, liderazgo en proyectos de largo
alcance y de largo aliento.

La contribucién de la Unidad de Bioqui-
mica y Biologia Molecular de Plantas del
CICY al desarrollo del sistema producto
chile habanero se puede apreciar de ma-
nera clara con el establecimiento de la
Unidad Productora de Semillas de Chile
Habanero en el Parque Cientifico y Tecno-
I6gico del Estado de Yucatan. Esta unidad
productora constituye una importante
contribuciéon para mejorar la calidad en
los sistemas de produccion.

La Unidad Productora de Semillas

La Unidad Productora de Semillas (UPS)
retoma la produccién de chile habanero
como estandarte, pero poseera la versati-
lidad para producir semillas de otras varie-
dades de importancia agronémica.

Esta UPS estara constituida por una Subu-
nidad de Produccién, donde se ubican
invernaderos hidropdnicos con diferen-
tes niveles de tecnificacién, que van des-
de aquellos en donde la fertirrigacién es
controlada por computadora, hasta los
invernaderos sencillos con aislamiento de
tipo fitosanitario convencional. Los inver-
naderos hidropoénicos estan disefiados es-
pecialmente para la evaluacién del efecto
de diferentes parametros de produccién
sobre las cualidades agronémicas del pro-
ducto, incluyendo como ejemplo la canti-
dad de agua y la calidad de los nutrimen-
tos; mientras que los invernaderos tipo
casa-sombra se destinaran para las etapas
de produccién masiva de las semillas de
interés (Figura 1A).

La UPS contard también con una Subu-
nidad de Beneficio, con dos areas: a) el
Area de Extraccién y Beneficio, en don-

de se desarrollaran los procedimientos de
extraccion, lavado, secado y empacado de
las semillas bajo las condiciones de calidad
indicadas en la Norma Oficial Mexicana
del chile habanero y, b) el Area de Certi-
ficacién. El Area de Extraccion y Beneficio
poseerd un equipamiento especifico para
chile habanero que podra facilmente adap-
tarse a la produccion de semillas de otras
variedades agricolas de interés (Figura 1B,
Figura 2, Figura 3).

En la Subunidad de Beneficio se localiza el
Laboratorio de Fisiologia de Semillas, en
donde se evaluaran parametros de calidad
de las semillas, como el vigor, la viabilidad
y los porcentajes de germinacion, asi como
los niveles de inocuidad quimica e identi-
dad genética. Para ello contara con equi-
pamiento adecuado para la determinacion
de los niveles de pesticidas contaminan-
tes, la concentracién de capsaicina o la de-
terminacién de la huella genética asistida
por marcadores moleculares.

En una iniciativa que contribuird al fortale-
cimiento de las capacidades analiticas en el
sureste de México, el CICY en conjunto con
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Figura 1 (A, B)
Vista panoramica de la Unidad Productora
de Semillas del CICY

INSTITUTO DE CONSTRUCCION Y

CONSERVACION DE OBRA PUBLICA

EN YUCATAN

La Unidad Productora de Semillas, que se ubica en el Parque Cientifico y Tecnoldgico del SIIDETEY, est4 con-
stituida por tres subunidades, la Subunidad de Produccion (A), la Subunidad de Beneficio (B) y el Laboratorio
de Fisiologia de Semillas (C). Se pretende que este laboratorio se convierta en el Laboratorio de Certificacién

de Semillas, con la autorizacion del SNICS. Cortesia de Expo Construccion®.

Figura 2
Detalles del Area de Procesamiento y Beneficio

En esta drea se recibiran los frutos frescos de chile habanero y después de un proceso desarrollado con
estrictos controles de calidad se empaquetara la semilla certificada. Cortesia de Seed Processing Holland®.
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el Sistema Nacional de Inspeccién y Certi-
ficacién de Semillas (SNICS) de la Sagarpa
planifican que el Laboratorio de Fisiologia
de Semillas se convierta en el corto plazo
en un Laboratorio de Certificacién de Se-
millas que, trabajando para el SNICS, pueda
realizar las labores de certificacién en esta

Areas de oportunidad

Los aportes de la UBBMP en los campos
de la investigacion cientifica y agrobiotec-
noldgica se encuentran plasmados como
publicaciones en revistas internacionales
indizadas y han impactado de forma cuan-
titativa y cualitativa en la formacién de
recursos humanos especializados en esta
area. Por su nivel de consolidacién este
proyecto constituye un punto de apoyo
fundamental en los esfuerzos regionales
para la constitucion de un sistema ali-
mentario para el chile habanero. La imple-
mentacion de esquemas productivos de
calidad en los sistemas agroalimentarios
constituye un drea de oportunidad que el
CICY apoyard mediante la generacién de
protocolos innovadores de investigacion
basica y de desarrollo tecnolégico.

Dentro de las aportaciones de la UBBMP
al fortalecimiento del sistema agroalimen-
tario del chile habanero, debe incluirse su
participacién en el grupo que establecié
las bases de los ensayos analiticos descritos
en el proyecto de Norma Oficial Mexicana
PROY-NOM-189-SCFI-2012, “Chile haba-
nero de la Peninsula de Yucatan (Cap-
sicum chinense Jacq.)-Especificaciones
y métodos de prueba”, publicada en el
Diario Oficial de la Federacién el 31 de mayo
de 2012. De la misma manera, el nivel de
consolidacién de este proyecto ha permiti-
do a la UBBMP consolidarse como lider en
el desarrollo de proyectos estratégicos de
caracter regional, entre los que destacan el

parte de México, aportando al modelo de
certificacion de semillas de nuestro pais la
posibilidad de incorporar tecnologias de
vanguardia para mejorar los servicios ana-
liticos de identificacién de semillas y la de-
terminacion de sus cualidades fisiolégicas.

proyecto “Obtencién de variedades mas
productivas y mas tolerantes de chile
habanero a partir de la diversidad gené-
tica de la especie en Yucatan”, financiado
por el Conacyty el Gobierno de Yucatan en
su convocatoria de Fondos Mixtos 2008-
06, asi como el proyecto “Fortalecimiento
de la cadena de valor del chile habanero
mediante el establecimiento de su sis-
tema alimentario”, que cuenta con finan-
ciamiento del Conacyt y de fondos con-
currentes del Gobierno de Yucatan y de
productores privados, en la convocatoria
FORDECYT 2011-01, y en el que participan
instancias académicas, gubernamentales,
de investigacion y productivas de los esta-
dos de Campeche, Quintana Roo, Tabasco
y Yucatdn. Este ultimo proyecto constituye
un hito dentro de los esfuerzos nacionales
para mejorar los estandares de calidad en
las cadenas alimentarias, al proponer el
establecimiento de los lineamientos de un
sistema alimentario para el chile habanero,
con base en buenas practicas alimentarias
y de producciéon para todos los eslabones
de la cadena productiva del chile habane-
ro. El éxito en la implementacién de esta
iniciativa podria permitir su replicaciéon en
cadenas alimentarias similares, lo cual de-
beria traducirse en un cambio de paradig-
mas en la produccién alimentaria nacional.















Caracterizacion de los recursos
genéticos de Capsicum chinense Jacq.
en la Peninsula de Yucatan

Capitulo 3
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Resumen

Estudios recientes sefalan que el chile habanero (Capsicum chinense Jacq.) proviene
de las tierras bajas de la cuenca amazénica en territorios que hoy ocupan el norte de
Brasil, Guyanas, Venezuela y Colombia. Se desconoce la ruta y época de su ingreso
a México y a la Peninsula de Yucatan. Sin embargo, durante el siglo XIX pudo haber
llegado a territorio nacional proveniente de las islas del Caribe. En la Peninsula tienen
arraigo las variedades de color naranja y rojo. En mucha menor escala, también se cul-
tivan las variedades de color amarillo y chocolate. Entre 1970y 1980, el Instituto Nacio-
nal de Investigaciones Agricolas (INIA), hoy INIFAP, realizé investigaciones relacionadas
con colecta, caracterizacion y seleccién de materiales criollos cultivados en la Penin-
sula. De estos estudios se derivaron las variedades INIA y Uxmal. Posteriormente, en
dicho instituto se continué realizando colecta y caracterizaciéon de materiales criollos.

Palabras clave
Chile habanero, mejoramiento, origen, materiales criollos, Peninsula de Yucatan

Introduccion
Origen y dispersion prehispanica del chile habanero

El chile habanero proviene de las tierras bajas de la cuenca amazonica y de ahi se dis-
persé a Pert durante la época prehispanica. La distribuciéon también se dirigié hacia
la cuenca del Orinoco (ubicada actualmente en territorios de Colombia y Venezuela)
hacia Guyana, Surinam, la Guyana Francesa y las Antillas del Caribe. Se ha sugerido
gue la introduccién prehispanica del chile habanero en el Caribe se debié a migracio-
nes indigenas de agricultores y alfareros procedentes de Sudamérica, pertenecientes
a grupos arahuacos (originarios de Puerto Rico), quienes viajaron por las Antillas me-
nores hasta llegar a Puerto Rico, La Espanola (Republica Dominicana y Haiti), Jamaica
y Cuba, entre los afos 250 d.C. y 1000 d.C. Algunos estudios con ADN sefalan que
en Puerto Rico y Republica Dominicana las migraciones precolombinas de indigenas
procedentes del Amazonas corresponderian a las tribus de yanomamos y crajos, que
aun hoy en dia contintian habitando en las regiones del Amazonas y del Orinoco.

o
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Figura 1

1Y

El chile habanero (Capsicum chinense) no se originé en China sino probablemente en
Sudamérica, y el chile manzano o perdn (Capsicum pubesens), que se cree fue introdu-
cido en México de Sudamérica a principios de siglo, es originario de Mesoamérica.™

El antecedente sobre los trabajos desarrollados en el Instituto Nacional de Investi-
gaciones Agricolas (INIA) acerca de la investigacion en chile habanero durante el
periodo de 1975 a 1992, se basé solamente en un proceso de conservacién de ma-
teriales obtenidos de colectas realizadas de 1975 a 1980, derivandose de éstas, por
un proceso de seleccién, dos materiales denominados “Inia”y “Uxmal”. Dichos tra-
bajos de mejoramiento fueron llevados a cabo en colaboracion con el coordinador
nacional con sede en Tamaulipas en el campo experimental de las Huastecas, M.C.
Octavio Pozo Campodonico. Los materiales Inia y Uxmal no lograron establecerse
en manos del productor debido a las deficiencias en los procesos posteriores a la
conservacién y multiplicacion de dichos materiales, asi como el deficiente proceso
de multiplicacién de semillas mejoradas. Durante el periodo descrito solamente
se realizaron procesos de produccion y a la cosecha se obtenia semilla del material

numerado como colecta, conservandose en periodos cada dos afos.234>9)

Material criollo identificado como cultivares

Dada la costumbre ancestral de los pro-
ductores de conservar sus semillas, diver-
sas comunidades han logrado conservar
cada vez mas restringido el germoplasma
acriollado de algunas variedades vegeta-
les, entre ellas el chile habanero, el cual
se identifica por su color. Aunque existen
diferencias en la hoja y distribucion arqui-
tecténica de la planta, el productor sola-
mente se enfoca en el color del fruto.

La tonalidad del fruto, dada la costumbre
del consumo regional, ha sido cuando el
color alcanza su maxima dureza en la eta-
pa de inicio de madurez fisiolégica reali-

zando la cosecha cuando aun es verde;
siendo esta etapa la preferencia de con-
sumo antes del cambio de tonalidad en el
color del pericarpio.

De 1975 a 1990 los colores mas conocidos
entre productores y consumidores de los
chiles picantes se encontraban en orden de
produccién: el chile habanero color “Naran-
ja"; sequido por el chile color “Rojo”, siendo
demandado para la elaboracién de la salsas
rojasy cultivado a nivel de traspatio; el chi-
le denominado “Cubano’, caracteristico por
su fuerte olor aromatico y el excesivo picor,
siendo su color café achocolatado.
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Hasta el inicio de los aflos 90 no se tenia re-
ferencia acerca de estudios que precisaran
las caracteristicas determinantes del picor.

Entre los chiles regionales, se consideraba
los chiles denominados localmente: “cat-Ix’,

A

chahua’, “dulce”y “max”.

Historia sobre mejoramiento en chile habanero

En 1978 se llevaron a cabo secciones de
trabajo con diversos talleres de la Socie-
dad Mexicana de Fitogenética (SOMEFI)
para hacer un analisis sobre los recursos
genéticos disponibles en México. No exis-
ten registros en el documento editado so-
bre chile habanero.?)

En 1981 se edito el folleto técnico Num. 1
SARH-INIA, 1981, Habanero INIA y habane-
ro Uxmal. Nuevas variedades de chile para
la Peninsula de Yucatdn. En dicho folleto se
hace referencia al origen y procedimiento
de seleccidn, hasta la obtenciéon de los cul-
tivares mejorados, asi como a la descrip-
cion de caracteristicas de los cultivares.®

También en 1981 se edité el folleto técni-
co Num. 17 SARH-INIA, por el M.C. Octavio
Pozo Campodonico, Coordinador Nacional
del Programa de Chile, en el cual se pre-
senta la descripcion de tipos y cultivares
de chile (Capsicum spp) en México, donde
hace referencia a la importancia del chile
habanero entre los cultivares y tipos silves-
tres en la Peninsula de Yucatan y se men-
ciona acerca de su aceptacién en otros
mercados del pais.©

Se hace una descripcién del comporta-
miento del cultivo en la regién; se sefala
la obtencién de los cultivares Habane-
ro “Uxmal” y Habanero “Inia", obtenidos
como colectas individuales realizadas du-
rante el anho 1975 en plantaciones comer-
ciales de cultivares nativos establecidos
en Yucatan y Campeche. En ambos culti-
vares, aun cuando se describe el color de
fruto maduro como predominantemente
naranja, se hace mencién especificamente
a un fruto de pericarpio rojo.”

Figura 3
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Durante 1984 se edité el documento: Pre-
sente y pasado del chile en México, en el cual
se hacen las primeras citas sobre superficie
sembrada, rendimiento y produccién de
chile habanero. También, se hace referen-
cia a su procedencia de origen; cita ademas
diferentes tipos diferenciados por el color:
amarillos, blancos o rojos, predominando
el color naranja y sefalando éste como el
de mayor preferencia por el consumidor.®

El mismo documento hace referencia al
cultivo de chile habanero, asi como de las
caracteristicas propias de este cultivo res-
pecto de su adaptacion a las condiciones
de climay suelo de la Peninsula de Yuca-
tan. Se mencionan los cultivares mejora-
dos y sus bondades de produccion.

En el Cuadro 1 se concentran las caracte-
risticas morfoldgicas de diferentes tipos
de chiles identificados en la regién, hasta

antes de 2000, aunque la importancia eco-
némica se enfoca solo al tipo de chile na-
ranja, y solamente se produce chile rojo por
productores para satisfacer la demanda de
mercados muy localizados o para mercados
nacionales especificos y para exportacion.

Debido al crecimiento de la demanda del
fruto en el dmbito nacional y para la ex-
portacion, se realizé la introduccién de se-
millas producidas en otras regiones, pero
no ha sido facil identificar el germoplasma
introducido en casos particulares para ex-
portacion y teniendo como consecuencia
la dispersién del germoplasma introduci-
do a través del acarreo del material madu-
ro. Se lograron identificar algunas varieda-
des introducidas, asi como su procedencia
y empresa distribuidora.®>67891011
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Cuadro 1
Caracterizacion de diferentes tipos de chiles
picantes colectados en Yucatan, 2004

Acampanulado  Acampanulado Acampanulado

Mat. en Mejora | Semilla comercial | Semilla comercial
Anual - Anual -

_ Semiperenne Semiperenne Anual
_ Erecta Erecta Erecta
_ Verde Verde Verde
_ Lanceolada Lanceolada Deltoide
[Alturamedia | 819cm 82.1cm 71.7 cm
Diasdelafloradon 63 63 65
‘Rendimiento/planta 06479 0.684 9 684.3 kr
‘Nomerodefrutosporplanta 2283 81.3 92.5
Diasalafructificacion 88 85 85
Ak [l | |
_ 3 0mas 3 0mas 30mas
_ Blanco Blanco Blanco
‘longituddelacorola  089cm 0.88 cm 0.86 cm
_ Morado Morado Morado
Tamanodeflor 078cm 0.78 cm 0.86 cm
.m0 | ! |
_ Verde Verde Verde
Color delfrutoenestadomaduro  Rojo Rojo Rojo
Formadelfuto
Tipodeepidermisdelfruto
Forma del cuello de la base del fruto
Anchodelfuto
largodelfruo
Pesodelfuto
Nomerodeléculos
Tamafiodesemila
Pesode1000semilas(@)
Colordela semila
Didmetodelasemila
Superficedelasemila
Nmerodesemillasporfruto

Liso Rugosa Semirrugosa
Ausente Ausente Ausente
23T cm 249 cm 2.64 cm
4.18 cm 3.74 cm 343 cm

11.0g 149 11449
33 4.1 34
Intermedia Intermedia Intermedia
4749 449 5049
Amarillo paja Amarillo paja Amarillo (paja)
3.0mm 3.3 mm 3.6 mm
Lisa Lisa Lisa
Entre 20y 50 20y 50 20y 50
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Yellow Big Son | Cubano Yellow Habanero Naranja | Red Sabina Introducido
Thecnisem seed | colecta Thecnisem Seed | Criollo en mejora | Semilla comercial

Anual

Erecta
Verde
Deltoide
80.3 cm
63
1185.5
85.4

87

3 0mas
Blanco
0.92cm
Morado
0.92 cm

Verde

Amarillo

Acampanulado Acampanulado

Semirrugosa
Ausente
3cm
4.2cm
17.459g
2.8
Intermedia
53¢
Amarillo paja

Aspera
20y 50

Anual Anual Anual Anual - Semiperenne
Erecta Erecta Erecta Erecta
Verde Verde Verde Verde
Lanceolada Deltoide Lanceolada Lanceolada
924 cm 69.7 cm 67.4 75.7 cm
90 dias 63 70 63
1.048 kg 1327.3¢g 89859 1,247 g
171.6 111.3 132.4 228.3
128 87 103 85
I Y R .
3 0mas 3 0mas 3 0mas 3 0mas
Blanco Blanco Blanco Blanco
0.87 cm 0.95 cm 0.81 cm 0.78 cm
Morado Morado Morado Morado
0.87cm 0.96 cm

Verde

Marrén

Semirrugosa
Ausente
2.1cm
3.6cm
8649
2.8
Intermedia
549
Amarillo (paja)
4 mm
Lisa
20y 50

Verde

Amarillo- naranja

Acampanulado
Semirrugosa
Ausente
3.0cm
3.81cm
1559
2.8
Intermedia
489
Amarillo paja
3.8 mm
Lisa
20y 50

0.8cm

Verde

Naranja
Acampanulado
Lisa
Ausente
2.83cm
4.9 cm
84 cm
3
Intermedia
529
Amarillo (paja)
3.5mm
Lisa
20y 50

0.78 cm

Verde

Rojo
Acampanulado
Liso
Ausente
2.12cm
343 cm
8959
29
Intermedia
4.3 mm
Amarillo paja
3.mm
Lisa
Entre 20y 50
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Resumen

La Peninsula de Yucatan es considerada como centro de reserva genética de Cap-
sicum chinense Jacqg., por ser una de las regiones geograficas con mayor diver-
sidad de la especie. Esta diversidad esta representada por una amplia gama de
colores y tonalidades, formas, tamafos, aromas, sabor y pungencia del fruto. En
este capitulo se muestra como se establecié una amplia coleccion de chile haba-
nero en el CICY, asi como los avances sobre la caracterizacion de este germoplas-
ma colectado en la region. Se exponen los diferentes “tipos” de chile habanero
(naranja, rojo, amarillo, blanco y morado) que integran la diversidad, asi como la
contribuciéon que cada uno de estos tipos hace a la diversidad de la especie en
la Peninsula de Yucatan. En este capitulo se muestran, ademas, los principales
logros y avances alcanzados sobre el banco de germoplasma de chile habanero,
asi como las perspectivas de conservacion y aprovechamiento de estos valiosos
recursos genéticos que han sido colectados en la region.

Palabras clave
Mejoramiento genético, Capsicum chinense Jacq., variedades criollas

Introduccion

El género Capsicum pertenece a la familia de las Solanéceas e incluye alrededor
de 27 especies, aunque solo cinco de ellas han sido domesticadas y cultivadas: C.
annuum Linné, C. baccatum Linné, C. chinense Jacquin, C. frutescens Linnéy C. pu-
bescens. Su centro de origen se localiza en las regiones tropicales y subtropicales
de América, probablemente en el d&rea comprendida entre Bolivia y Perd, donde
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se han encontrado semillas de formas ancestrales, que datan de mas de 7,000
anos, y desde donde, se especula, se disemind al resto del continente americano
(Pickersgill, 1988).

Debido a la gran diversidad de tipos de chiles encontrados, México es conside-
rado el pais con mayor diversidad genética del género Capsicum. El Chile es co-
nocido desde la época prehispdanica por los términos ndhuatl: cococ, cocopatic y
cocopalatic, y desde entonces fueron categorizados por su grado de pungencia,
como picantes, muy picantes y picantisimos. Existe ademas, una gran diversidad
de colores, formas y tamanos de los frutos (Pozo et al., 1991). Yucatan es reconoci-
do como centro de reserva genética de la especie C. chinense por la diversidad de
colores, formas y pungencia de sus frutos.

Los recursos fitogenéticos son la base del mejoramiento genético de las plantas,
tanto por métodos clasicos como por métodos biotecnoldgicos, o por la comple-
mentacién de ambos métodos de mejora. En el Centro de Investigacién Cientifi-
ca de Yucatan se conserva el germoplasma de chile habanero, representado por
alrededor de 250 colectas de las que se ha podido caracterizar solo 25% de las
accesiones conservadas. Esta coleccidon es una de las mas completas de la especie
en el ambito internacional.

Para la caracterizacion morfoldgica de las accesiones de chile habanero, hemos
utilizado descriptores internacionales establecidos para el género Capsicum (IP-
GRI, 1991).%) Por otro lado, hemos venido evaluando la diversidad genética de
chile habanero mediante marcadores moleculares (ISSR, microsatélites y RAPD)
a partir del ADN. A partir de estos analisis se ha establecido la huella genética del
chile habanero “criollo” de Yucatan. Esto permitira no solo identificar variedades
sino también proteger la identidad de las variedades criollas autdctonas de la Pe-
ninsula de Yucatan, portadoras de atributos que la distinguen del chile habanero
cultivado en cualquier otra parte del mundo. Estos estudios moleculares constitu-
yen, ademas, un aspecto fundamental para la Denominacién de Origen otorgada.

La caracterizacion y evaluacion del germoplasma en todo su contexto, ha gene-
rado una amplia base de datos, plataforma sobre la que se desarrollan los traba-
jos de seleccion de materiales genéticos promisorios, tanto para su uso actual o
directo, como para su incorporacién como progenitores a programas de mejora
genética, por poseer caracteristicas que resultan de interés. Los primeros resulta-
dos obtenidos en este sentido fueron ocho variedades criollas de chile habanero,
seleccionadas por sus caracteristicas sobresalientes, particularmente por su ele-
vada pungencia, su alta productividad y por la excelente calidad de sus frutos, las
cuales fueron registradas en el Catdlogo Nacional de Variedades vegetales (CNVV)
del Sistema Nacional de Inspecciéon y Certificacion de Semilla (SNICS).
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Avances en la caracterizacion del germoplasma
de chile habanero conservado en el CICY

A partir del aflo 2002, comenzamos a co-
lectar de manera sistematica y a lo largo
de la Peninsula de Yucatan todas aquellas
variedades criollas o autéctonas que solo
pueden ser encontradas en los cultivos de
traspatio y pequenas huertas familiares,
en los que tradicionalmente conservan y
utilizan su propia semilla para establecer
sus plantios (Figura 1).

Actualmente, el numero de entradas al
banco de germoplasma es de alrededor
de 250 accesiones, las cuales conservamos
en la Unidad de Bioquimica y Biologia Mo-
lecular de Plantas, en forma de semilla, a
baja temperatura (8-10 °C). En el banco las
accesiones estan clasificadas por la fecha
de entrada al banco y de manera general
en la clave de identificacién de cada acce-

sion, la primera letra representa el color
del fruto (N: Naranja, R: Rojo, A: Amarillo,
B: Blanco y M: Morado) (Figura 2).

A la fecha, contamos ademas con un pro-
tocolo de conservacion in vitro por creci-
miento minimo o lento (Figura 3).

La caracterizacion morfolégica y agronémi-
ca que realizamos al banco de germoplas-
ma de chile habanero esta sustentada en
descriptores internacionales establecidos
para Capsicum (IPGRI, 1995).® Estos descrip-
tores son especificos para el género y permi-
ten describir las caracteristicas de la semilla,
la planta, la floracién y el fruto, y serd mas
minuciosa y detallada en dependencia del
proposito y los recursos con que se cuenta
para esta laboriosa actividad. En nuestro

Figura 1
Colecta de variedades criollas
de chile habanero en la Peninsula de Yucatan

a-b: colecta en campo; ¢: variedad naranja; d: variedad amarilla; e: variedad morada; f: variedad roja.
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Figura 2
Conservacion de chile habanero

Figura 3
Conservacion de chile habanero in vitro

a-b: en forma de semilla a baja temperatura (8-10 °C;
c: prueba de germinacion ex vitro.

caso, al seleccionar los descriptores se tomé
en cuenta, ademas, la heredabilidad de al-
gunos caracteres (altura de la planta, color
de la flor, color de fruto, etcétra), y la relacion
de algunos caracteres con el rendimiento y
la productividad, particularmente el peso
del fruto, numero de frutos por planta, largo
y ancho del fruto, entre otros.

La pungencia o picor, por ser un caracter
distintivo de la especie, fue determinada
por HPLC (High Performance Liquid Chro-
matografic), cuantificando por primera
vez el contenido de capsaicinoides en pla-
centa, pericarpio y en el fruto completo
de chile habanero. Estos analisis permitie-
ron conocer que en Yucatdn se encuentra
el chile habanero mas picante conocido
(NP1EG: 850,000-1,000000 SHU) (Figura
4) actualmente registrado con el nombre
Mayan K’iin en el CNVVV. A partir de estos
andlisis de pungencia, también pudimos
conocer que la mayoria de los chiles crio-
llos de esta regidon de México superan las
500,000 SHU (Canto Flick et al., 2008)," lo
que cambia drasticamente el criterio so-
bre la clasificaciéon del chile habanero en
la escala internacional de pungencia, ubi-
cada entre los 250,000 y 300,000 SHU. Es-
tos resultados apuntan al chile habanero

a: plantulas in vitro; b-d: conservacién in vitro
por crecimiento minimo o lento.

de la Peninsula de Yucatdn como la mejor
fuente para la extraccién de oleorresina
(capsaicina) a escala industrial.

Figura 4
Frutos de la variedad Mayan K'iin
(850,000-1,000000 SHU)
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Establecer la identidad genética de cada
una de las variedades criollas que integran
el germoplasma de chile habanero co-
lectado en esta regidn ha sido una de las
actividades mas relevantes desde que fue
concebido el proyecto. Asi, dependiendo
de los recursos que se han podido adqui-
rir, hemos incorporado diferentes tipos de
marcadores moleculares al andlisis del ADN
de chile habanero (ISSR, microsatélites y
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RAPD). Actualmente contamos con los pa-
trones de ADN de los cinco tipos de chile
habanero, los cuales representan la diversi-
dad de la especie en la regidn, asi como el
de ocho variedades mejoradas (Figura 5).

Esto permitird, no solo utilizar estos pa-
trones de ADN para estudiar la diversidad
genética entre-tipos e intra-tipos de chile
habanero, sino también proteger legal-
mente la identidad de los chiles criollos de
Yucatdan, aspecto basico para la Denomi-
nacion de Origen del chile habanero de la
Peninsula de Yucatén.

Hasta la fecha, tenemos caracterizado alre-
dedorde 25% de las accesiones conservadas
en el banco, debido a la gran demanda de
recursos que requiere esta actividad (econo-
mica'y humana). No obstante, nuestra colec-
Cién no solo es una de las mas amplias sino
también una de las caracterizaciones mas
completas que se ha realizado a la especie

C. chinense, no solo en México sino en el
mundo. Como producto de esta importante
actividad contamos con una amplia base de
datos del banco de germoplasma de chile
habanero. Esta constituye una valiosa he-
rramienta para la selecciéon de variedades
de uso directo o para su incorporacién a un
programa de mejoramiento genético, como
progenitores. De las accesiones caracteriza-
das, un grupo de 38 accesiones fueron con-
sideradas materiales promisorios, de gran
interés por su productividad, tolerancia y/o
calidad de fruto. De este grupo, ocho varie-
dades fueron preseleccionadas y someti-
das a un proceso de selecciéon masal. Estas
se distinguen por su elevado picor, su alta
productividad y la calidad de sus frutos. Los
criterios de seleccién que utilizamos fueron
enfocados a que estas variedades pudieran
cubrir los diferentes propoésitos para los que
chile habanero se puede producir: consumo
fresco, para la industria y para el mercado,
tanto nacional como para exportacioén.

Figura 5
Patrones de ADN de ocho variedades
mejoradas de chile habanero
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a: Polimorfismo con marcadores tipo RAPD; b: Polimorfismo con marcadores tipo SSR.
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El color del fruto es otro de los caracte-
res que mas contribuyen y permiten dis-
tinguir la diversidad de esta especie en
la Peninsula de Yucatan. Es, ademds, uno
de los caracteres mas heredables de chile
habanero. Precisamente por la gran va-
riedad de colores y tonos de sus frutos,
también estamos interesados en estudiar
los pigmentos que estan presentes en los
frutos de los diferentes “tipos” de chile ha-
banero (naranja, rojo, amarillo, morado y
blanco). De manera similar a los capsaici-
noides, también es de nuestro interés en
este proyecto determinar los pigmentos
presentes en chile habanero, por ser de
uso potencial como materia prima para
diferentes industrias (alimentaciéon, cos-
méticos, colorantes en general). Para ello
determinamos los tipos y contenidos de
pigmentos mediante la técnica de HPLC.
Por otro lado, estamos trabajando en la
identificacion de genes relacionados con
la sintesis de carotenoides, expresados
diferencialmente en chile habanero (Cap-
sicum chinense). Los carotenoides son te-
traterpenos compuestos de 40 atomos de
carbono, formalmente derivados del fitoe-
no (Sanchez et al., 1999).© Su relevancia a
nivel bioldgico radica en que estos com-
puestos son los responsables de una gran
variedad de colores en animales, plantas y
microorganismos (Grotewold, 2006). Es-
tamos comenzando trabajos relacionados
con los pigmentos en esta especie, con
la identificacion del patron de expresion
de los genes ZDS, CCS, B-LCY y &-LCY, los
cuales participan en la sintesis de carote-
noides en diferentes variedades de chi-
le habanero. Hasta el momento, para los
genes ZDS y CCS se logré amplificar una
banda del tamafo esperado para su pos-
terior clonacién, secuenciacién y analisis
de expresién, mientras que para 3-LCY y
€-LCY estamos estableciendo las condicio-
nes para su amplificacion.

La caracterizacion del germoplasma de
chile habanero ha proporcionado la infor-
macién precisa y requerida no solo para
conocer y aprovechar la diversidad gené-
tica de la especie, sino también para iniciar
un programa de mejoramiento altamente
eficiente en este estratégico cultivo. Hoy
por hoy contamos con una gran cantidad
de informacién recopilada y debidamente
corroborada durante la caracterizaciényla
evaluacién agronémica de las accesiones,
a partir de la cual podremos disefnar hibri-
dos y/o variedades en los que podremos
combinar los caracteres mas relevantes de
progenitores previamente seleccionados.
De esta manera sera posible, a partir del
germoplasma de chile habanero colec-
tado en la Peninsula de Yucatan, obtener
nuevas variedades e hibridos, los cuales
portaran los atributos que distinguen al
chile habanero criollo pero que, ademas,
como plus, se les incorporen otras caracte-
risticas deseadas, ya sea relacionadas con
la calidad del fruto, su productividad, con
su adaptabilidad y/o su tolerancia a estrés,
entre otros.

La posibilidad real de no solo distinguir
sino también conocer cada una de las ac-
cesiones que integran el banco de germo-
plasma de chile habanero, ha permitido,
en primer lugar, aprovechar la diversidad
de la especie mediante los trabajos de
seleccion de variedades criollas. Esta se-
leccién siempre estuvo dirigida a obtener
materiales genéticos promisorios para los
diferentes destinos o propésitos del “pro-
ducto chile habanero”: consumo fresco,
industria y exportacion. En segundo lugar,
constituye el paso previo para iniciar un
programa de mejoramiento por cruza-
mientos, para la obtencién eficiente, de
hibridos y variedades previamente disena-
dos. En esta etapa podremos combinar lo
mejor de las variedades criollas que ya co-
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nocemos, para obtener un chile habanero
superior, con mayor calidad del fruto, mas
productivo, mas picante y mejor adapta-
do, de todos los que han sido cultivados a
lafecha en laregién. Este programa garan-
tizard la homogeneidad, la estabilidad y la
identidad de todos los materiales genéti-
cos que resulten seleccionados.

Desde esta perspectiva, nuestro progra-
ma esta enfocado, por un lado, a situar
al chile habanero de la Peninsula de Yu-
catan dentro de un modelo similar al que
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Introduccion

En los ultimos anos, el Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan (CICY) ha
tenido como uno de sus objetivos principales el producir semilla certificada de
variedades de chile habanero que permitan a los productores de la Peninsula con-
tar con una simiente que garantice una buena germinacién, plantulas vigorosas,
libre de malezas, plagas y enfermedades, con tratamientos quimicos amigables
con el medio ambiente y asegurar el establecimiento de un cultivo sano, vigo-
roso, estable y certificado. Para ello, se debe verificar e inspeccionar las semillas
para siembra, desde su origen, durante su proceso de produccién en campo, el
acondicionamiento y el beneficio, hasta su almacenamiento y comercializacién
conforme las estrictas normas de calidad para que las semillas conserven su alta
calidad genética, fisioldgica, fisica y fitosanitaria.

Para lograr esto, en primera instancia el CICY tuvo que ponerse en contacto con
el Servicio Nacional de Inspeccién y Certificacion de Semillas (SNICS), organismo
oficial del gobierno que es el Unico responsable de garantizar una semilla de
alta calidad, por lo que se le hizo de su conocimiento que, como centro de inves-
tigacién, tenia disponible nueve variedades de chile habanero, producto de los
trabajos del grupo de la Dra. Nancy Santana, para inscribirlas en un programa de
certificacion de semillas, con lo que se dio inicio al proceso de certificacion que
consistio en el siguiente procedimiento:

« Inscribir los materiales en el Catdlogo Nacional de Variedades Vegetales del
SNICS, requisito indispensable para la inscripcién de un programa de produc-
cion de semillas; esto significa que todas las variedades que se pretendan ins-
cribir en un programa de certificacion deberdn estar inscritas en este Catalogo,
las cuales son sometidas a la revision y analisis de grupos técnicos de espe-
cialistas del SNICS, que examinan los elementos proporcionados conforme es-
tandares internacionales, y emiten un dictamen de distincidon, homogeneidad
y estabilidad. Esto permite distinguir y caracterizar una poblacién de plantas
gue constituyen una variedad y en este caso el CICY ya cumplié con el requisi-
to y actualmente tiene registradas ocho variedades de chile habanero con sus
respectivos nimeros de registro.
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« Registrarse en el formato oficial del SNICS denominado Aviso de Alta al Direc-
torio de Productores, Obtentores y Comercializadores de Semilla, en el que se
manifiesta el inicio de actividades, los generales del productor indicando si
es distribuidor, comercializador, exportador, importador u obtentor, cultivos
con los que opera frecuentemente, infraestructura instalada y la documenta-
cién oficial que lo acredita. Habiendo cumplido con estos requisitos, el SNICS
proporciona una clave Unica e intransferible para identificar al productor en
el ambito nacional contando el CICY actualmente con esta clave. Lo anterior
pudiendo consultarse por internet en la pagina del SNICS.

« Posteriormente a estos dos pasos iniciales, se solicita mediante escrito la inscrip-
cion en el programa para la produccion de semilla certificada. debiéndose indicar:

1. Elnombrey el domicilio del promovente

2. Laubicacion del predio donde se sembrara la semilla

3. Eltipode cultivo

4. Lavariedad

5. Lacategoria de semilla a sembrar

6. Lacategoria de semilla a obtener

7. Lasuperficie que se sembrara

8.  Elcultivo anterior

9. Ladensidad de siembra

10. Laclave de inscripcion en el formato de aviso de inicio de funcionamiento

Esta solicitud deberd acompanarse del comprobante de pago de inscripcion que

se puede realizar en cualquier banco de la localidad mediante la hoja de ayuda

localizada en la pagina del SNICS, asi también, con el comprobante de origen que
en caso de ser categoria basica o registrada con la etiqueta de ésta es suficiente.

Para la categoria original, como las variedades del chile habanero del CICY, se

tiene que presentar la carta de identidad varietal por cada una de los materiales,

debiéndose indicar el nimero de folio para cada una de ellas, asi como la cantidad
de semilla que se tiene resguardada.

Una vez aceptada la solicitud, se procede a la siembra y a darle un seguimiento
estricto durante el desarrollo fenolégico del cultivo con el apoyo de los descrip-
tores varietales y reglas técnicas hasta la cosecha etapa en la cual se encuentran
actualmente las ocho variedades de chile habanero del CICY para posteriormen-
te, a través de muestreos a la semilla cosechada, hacerles los andlisis de calidad
como es el contenido de humedad, germinacién, pureza fisica, y viabilidad ma-
lezas. Habiendo cumplido la semilla con los estandares de calidad, se procede al
etiquetado de la misma y, por parte del productor, de acuerdo con el articulo 33
de la Ley Federal de Produccién Certificaciéon y Comercio de Semillas se coloca al
envase una etiqueta a la vista que incluya los siguientes datos informativos: el
nombre del cultivo, género y especie vegetal, denominacién de la variedad vege-
tal, categoria de la semilla, porcentaje de germinacién e impurezas de otra varie-
dades y especies o materia inerte, en su caso el tratamiento quimico que se haya
aplicado debiendo estar tefiida para advertir sobre su improcedencia para efectos
de alimentacién humana, nombre o razén social del productor o responsable de
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la semilla y su domicilio, nUmero de lote que permita dar seguimiento al origen
y calidad de la misma, ya que para que cualquier semilla de origen nacional o ex-
tranjera pueda ser comercializada o puesta en circulacién debe cumplir con estos
requisitos pues el incumplimiento origina severas sanciones de infraccion desde

el punto de vista legal.

Obtencion del titulo de obtentor

Con base enlalLey deVariedades Vegetales,
el CICY tiene en proceso la obtencion del
Titulo de Obtentor de las nueve variedades
de chile habanero cuyas caracteristicas en
pungencia y frutos las hace diferentes a
cualquier otra variedad de la Peninsula, ra-
zon por la cual se optd por su protecciéon
legal solicitando ante el SNICS su registro
mediante el siguiente procedimiento:

Solicitud del titulo de obtentor

El formato oficial en el cual se detallan los
datos del solicitante, datos de la variedad
como género y especie, el nombre comun,
la denominacién propuesta de la variedad
y si ésta se ha comercializado en México o
en el extranjero, tipo de variedad, si es un
hibrido de qué tipo o un clon, la genealo-
gia de los progenitores, método geotécni-
co de obtencién, el proceso a utilizar en la
conservacion de la identidad varietal y la
comparacion con variedades similares y
marcar sus diferencias en cuanto a plantu-
la, floracién y frutos.

Informe técnico
Consiste en una descripcién varietal deta-
llada de aproximadamente 60 caracteres
de la planta respecto de las caracteristicas
del tallo, tipo y forma de las hojas, nudos,
entrenudos, floracién tipo de fruto color
del fruto peso y pungencia, considerando
que la variedad vegetal propuesta debe
tener cuatro aspectos muy importantes:
1. Distincién. Es decir, que la variedad sea
diferente técnicamente de cualquier otra
variedad, en uno o varios caracteres.

2. Homogénea. La variedad vegetal debe
ser suficientemente uniforme en sus ca-
racteres pertinentes.

3. Estable. Posterior a sus reproducciones
sucesivas, sus caracteres pertinentes de-
ben permanecer inalterables.

4, Novedad. Cuando la variedad no se
haya enajenado mas allad de un afo an-
terior a la solicitud del Titulo de Obtentor
en territorio nacional o de cuatro afos en
el extranjero.

Para completar la solicitud se debe cumplir
con la entrega de la siguiente informacion:

Denominacién propuesta. Esta debe ser
diferente a cualquier otra existente, de la
misma especie 0 semejante en el pais o en
el extranjero.

Comprobante del pago de derechos. Este
se consulta en el portal de internet del SNICS,
mismo que se actualiza dos veces al afo.

Acreditamiento de la personalidad del
solicitante. Ya sea persona fisica o moral.

Cabe indicar que toda esta informacién
técnica la recibe el SNICS y mediante el
Comité Calificador de Variedades Vege-
tales conformado por expertos en la ma-
teria son los responsables de verificar los
requisitos sefialados anteriormente, y de
ser aprobados, antes de otorgar el titulo
de obtentor, se proporciona al solicitante
una carta de aceptacion la cual, en el caso
del CICY ya fue otorgada.

55



CENTRO DE INVESTIGACION CIENTIFICA DE YUCATAN A.C.

56

Derechos que otorga la Ley de Variedades Vegetales

Ser reconocido como obtentor de una
variedad vegetal, siendo éste inalienable
e imprescriptible, y aprovechar en forma
exclusiva y de manera temporal una varie-
dad vegetal y su material de propagacion
por quince anos.

Este derecho tiene excepciones ya que no
se requiere el consentimiento del obten-
tor cuando su variedad es utilizada para
efectos de investigacion para la obtencion

de otras variedades y cuando es para con-
sumo humano o animal.

Sin embargo, esta ley protege de manera
especial la infraestructura, el tiempo, es-
fuerzo y trabajo de los investigadores, ya
gue se considera como un incentivo para
la investigacion, ademds de reconocer su
voluntad de obtentores, su derecho moral
y econémico.
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INFORMACION, MATERIAL VEGETAL O LAS VERIFICACIONES QUE SEAN REQUERIDAS POR LA
MIGALA

Mixica, DLF. 3 de de
Firma
i,
HOMBRE DE SOLIGITANTE
poun o CATALOGO
et M acional de
W ariedades
Vegetales

g s Marze 016 i ragapa puks e
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AVISO DE ALTA AL DIRECTORIO DE PRODUCTORES, OBTENTORES Y COMERCIALIZADORES DE

SEMILLAS PARA SIEMBRA
SNICS A1

Instrucciones al reverso
1.- Inicio de actividades como:

Almacenador () Beneficiador () Comercializador ()
Distribuidor () Exportador { ) Importador ()
Obtentor () Productor ()

2.- Para integrar el Directorio de Productores, Obtentores y Comercializadores de Semiillas ante la SAGARPA, proporciono la siguiente
informacion:

Nombre: (Apellido paterno, apellido materno y nombre(s), denominacién o razén social)

RFC o CURP
Domicilio:
Calle Numero Colonia CP.
Muricipio Entidad Teléfono(s) Fax Correo electrénico

3.- En caso de contar con infraestructura de almacenaje y/o beneficio indicar el domicilio del mismo. (En caso necesario agregue
informacién en hoja anexa)

Calle Nimero Colonia CP.

Muricipio Entidad Teléforo(s) Fax Correo electrnico

4.- Semillas de los cultivos con los que opera frecuentemente: (ton, pzas.)

Cultivo(s)
Cantidad
Categoria
Nac. [ Imp. Nac. | Imp. Nac. [ Imp. Nac. | Imp. Nac. [ Imp. Nac. [ Imp. Nac. | Imp.
Nac. Nacional; Imp. Importacion

5.- AlImacén (anexar datos téchicos de infraestructura y capacidad instalada)
Capacidad de almacenaje tonfafio.

6.- Planta de beneficio (anexar datos técnicos de infraestructura y capacidad instalada)
Capacidad de beneficio ton/hora

7.- Nombre completo y firma de mi(s) representante(s) legal(es), en su caso.

Nombre Firma

Declaro que los datos que proporciono son correctos, y me comprometo a facilitar, a peticion de la SAGARPA, la informacién que verifique
lo antes expuesto y que es de mi conocimiento el contenido de la Ley Federal de Produccion, Certificacion y Comercio de Semiillas y la Ley
Federal de Variedades Vegetales y sus Reglamentos.

PARA USO EXCLUSIVO DEL SNICS
Clave de Aviso
Atentamente SELLO OFICIAL
Autoriza
Nombre y Firma Nombre y firma del Personal Autorizado del SNICS

Lugary Fecha:

Para cualquier aclaracién, duda y/o comentario con respecto a este tramite, sirvase llamar al Sistema de Atencion Telefénica a la
Ciudadania (SACTEL) a los teléfonos 1454 2000 en el D.F. y area metropolitana, del interior de la Republica sin costo para el usuario al 01
800 112 0584 6 desde E.E. U.U. y Canada al 1800 475 2393.

SNICS-00-001
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Consideraciones generales para su llenado

1. Llenado a maquina o a mano con letra de molde. (El documento debe de ser claro, legible, sin tachaduras y
enmendaduras)

2. Utilizar tinta negra preferentemente.

3. El formato de Aviso de Inicio de Funcionamiento debe presentarse en original y copia.

4. Anexar los documentos de soporte seglin la actividad, seguin el caso.

Definiciones

1. Almacenador: Persona fisica o moral que cuenta con infraestructura necesaria para el resguardo o almacenaje de semilla.

2. Beneficiador: Persona fisica o moral que cuenta con la infraestructura necesaria para realizar el beneficio de la semilla.

3. Comercializador: Persona fisica o moral encargada de la venta directa de semilla al agricultor.

4. Distribuidor: Persona fisica o moral dedicada a la comercializacion de semillas que funge como intermediario, entre la empresa
productora y el comercializador.

5. Exportador: Persona fisica o moral que se encarga directamente de la comercializacién o intercambio de semilla origen México
hacia el exterior.

6. Importador: Persona fisica o moral que se encarga directamente de la introduccion de semilla de origen extranjero al territorio
nacional.

7. Obtentor: Persona fisica o moral que mediante un proceso de mejoramiento haya obtenido y desarrollado una variedad vegetal
de cualquier género y especie, y tenga actividades en la produccion, certificaciéon y comercio de semillas.

8. Productor: Persona fisica o moral encargada de la reproduccion y/o multiplicacion de la semilla y material de propagacion.

Anexos

1. Persona fisica: presentar copia fotostatica de identificacion oficial vigente.

2. Persona moral: presentar copia fotostatica del Acta Constitutiva.

3. En caso de distribuidor presentar documentacién que lo acredite como distribuidor de la(s) marca(s) con la(s) que
opera.

4. En caso de comercializador se puede presentar copia fotostatica del nimero de registro ante la Camara de
Comercio u otra dependencia de Gobierno Federal.

5. En caso de almacenadores o beneficiadores, se puede presentar croquis de ubicacion de instalaciones,
capacidad instalada.

6. En caso de Obtentor presentar el Titulo de Derechos de Obtentor de variedades vegetales o en su caso el registro
en el Catalogo Nacional de Variedades Vegetales.

7. Representante Legal presentar copia fotostatica de identificacion oficial vigente, y en su caso carta poder.

Fundamento Juridico-Ad ministrativo y de Datos Personales

Art. 5 frac. VIl de la Ley Federal de Produccion, Certificacion y Comercio de Semillas (15 junio 2007).

Art. 53 frac. XI del Reglamento Interior SAGARPA (19 julio 2012).

Art. 15 de la Ley Federal de Procedimiento Administrativo (4 agosto 1994) Ultima reforma publicada DOF 09 abril
2012.

Art. 4, 5 y 10 del Reglamento de la Ley Federal de Produccion, Certificacion y Comercio de Semillas (02 septiembre
2011).

Art. 120 frac. | y Il de la Ley General de Transparencia y Acceso a la Informacion Publica (04 mayo 2015)

Responsable del tramite para consultas

Direccién de Certificacion de Semillas del SNICS.
Guillermo Pérez Valenzuela, 127, Del Carmen, Coyoacén, 04100, Ciudad de México.
Tel. 01 (55) 4196 0535
Correo electrénico: fernando.vieto@sagarpa.gob.mx

Atencién al publico

En cualquiera de las Unidades Operativas del SNICS en las Delegaciones Estatales de la SAGARPA o en la Oficina Central del
Servicio Nacional de Inspeccién y Certificacion de Semillas (SNICS).

El horario de atencion al publico es de 9:00 a 15:00 hrs. en dias habiles.

Quejas y sugerencias

Servicio Nacional de Inspeccion y Certificacion de Semillas (Oficina Central). Tel. 01 (55) 4196 0535

Sistema de Atencién Telefénica a la Ciudadania (SACTEL) a los teléfonos 1454 2000 en el D. F. y area metropolitana, del interior
de la Republica sin costo para el usuario al 01 800 112 0584 6 desde E.E. U.U. y Canada al 1800 475 2393.

Registro Federal de Tramites Empresariales Numero

SNICS-00-001

Observaciones

El tramite no requiere de resolucion dado que tiene la naturaleza de un aviso.
Tramite sin costo.

SNICS-00-001
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SECRETARIA DE AGRICULTURA, GANADERIA,
DESARROLLO RURAL, PESCA Y ALIMENTAGION

CERTIFICACION DE SEMILLAS

SAGARPA <) SERVICIO NACIONAL DE INSPECCION ¥ Sm
s 't s s e 4 E—. "

SOLICITUD DE TiTULO DE OBTENTOR

; USE LETRA DE MOLDE. NQ VALIDD 5! PRESENTA TACHADURAS 0 ENMENDADURAS, ESPACID
SOMBREADD RESERVADO PARA OFICINA DF REGISTRO. EN CASO NECESARID, UTILIZAR HOJUAS ADICIONALES
FARA INFORMACION COMPLETA. NO DEJAR ESPACIOS EN BLANCO. EN SU CASD, ESCRIBIR "NO APLICA
(EXCEFPTO EN CONCEPTOS SENALADOS CON =) PRESENTAR ORIGINAL ¥ COPIA DE TODA LA
DOCUMENTACION

[Recepcién de la documentacién | | Namero de referencia
FECHA:
HORA:

LA L) s

: ombre o Razon socal del obtentor (en caso de ser mas de uno, indicar paricipacion
que le corresponda en el aprovechamiento y explotacion de la variedad)

Z. " Nacionalidad

3. " Domicilio en terrforio nacional para oir y recibir noftificaciones

Cally Ndmaro Calonia

Cirdad Estada Cddigo Postal
4. Telefono / Fax

5. Nombre del representante legal (en =u caso)

& " Nombre (5] del fitomejorador. En caso de ser mas de uno, indicar participacion que le
corresponda en el aprovechamiento v explotacién de la variedad.
Nembre Participacion (%)

/. Mombre de benehcano (s) designados por el solicitante. En caso de ser mas de uno,
indicar participacion.
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8. * Género y especie 8.1 Nombre comin

9. * Denominacion propuesta de la variedad

10. * Se ha comercializado en México o en el extranjero

si () NO ()
En caso afirmativo:
En México ( ) En el extranjero ()
Desde (fecha): Desde (fecha):
Pais:

Denominacion:
11. * Reivindicacion derecho de prioridad

si () NO ()
* En caso afirmativo:
Pais (es):

Fecha de presentacion en el otro pais:
ANEXAR SOLICITUD O TITULO, Y COMPROBANTE DE PAGO DE DERECHOS

12. * Tipo de variedad 12.1 Nivel de endogamia
a) Linea () L So () 0O
b) Hibrido de cruza simple (AxB) ( ) S Sq () 1
c) Hibrido tres lineas (AxB)xD () T S () 2
d) Hibrido doble AxB)x(CxD) () D S3 () 3
e) Hibrido intervarietal () HV Sy () 4
f) Variedad de polinizacion libre () VL Ss () 5
g) Variedad sintética () VS Ss () 6
h) Variedad multilineal () WM S7 () 7
i) Mestizo () M Ss () 8
) Clon () ¢ S () 9
k) Otra (indicar férmula) () O >Sg () 10

13. * Progenitores (conforme el esquema de formulas indicado en el apartado anterior).

PARENTAL A PARENTAL B PARENTAL C PARENTAL D
a) Denominacién
b) Genealogia
c) Obtentor
d) Linearegistrada | Sj () Si () Si () si ()
NO () NO () NO () NO ()
e) Forma parte de | () si () si () si ()
variedad ya NO () NO () NO () NO ()
registrada

En caso afirmativo
indique denomina-
cibn de variedad
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14 Informacién sobre el origen, método genotécnico de obtencién, mantenimiento y
multiplicacién

a) Origen

b) Método genotécnico de obtencidn

¢) Proceso a utilizar en la conservacion de la identidad varietal

15. * Variedades similares y diferencias respecto a estas variedades

Nombre de fa Variedad Caracteristica Diferencias

16.* Caracterizacién de la variedad (indicar si se realizé bajo condiciones controladas)
16.1 Lugar donde se realizé la evaluacién y condiciones generales

Localidad Ciudad Estado Pais

Temperatura media Clima Duracion de la evaluacion
16.2 Variedades utilizadas como referencias en la comparacion

a) b) C)
17. Informacién adicional

a) Respuesta a plagas

b) Condiciones especiales para el examen de la variedad
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18.* Indicar si se trata de material transgénico (conforme definicién Ley Federal de Sanidad Vegetal)

si () NO ()
En caso afirmativo, ¢ cuenta con cettificado fitosanitario correspondiente?
si () NO ()

ANEXAR CERTIFICADO O PERMISO FITOSANITARIO
19. Otros datos relevantes

a) Comprobante del pago de derechos

b) Personalidad del representante (instrumento legal)
c¢) Informe técnico (descripcion varietal)

d) Material de propagacién

e) Derecho de prioridad (solicitud o titulo)

f) Certificado fitosanitario

P e
N N e N e

g) Pagos adicionales )
Especificar

h) Otros ()
Especificar

Recibe: Cargo: Rubrica:

Para la revision de la solicitud invariablemente debera presentar anexo el
informe técnico y el comprobante de pago correspondiente.

DECLARO, BAJO PROTESTA DE DECIR VERDAD, QUE LOS DATOS QUE SE PROPORCIONAN SON CORRECTOS Y
CORRESPONDEN A LA VARIEDAD QUE SE INDICA, Y ME COMPROMETO A FACILITAR, A PETICION DE LA
SECRETARIA, LA INFORMACION, MATERIAL VEGETAL O LAS VERIFICACIONES QUE SEAN REQUERIDAS POR LA
MISMA.

México, D.F. a___de de

Firma

NOMBRE DEL SOLICITANTE O REPRESENTANTE LEGAL

INFORMES
Servicio Nacional de Inspeccion y Certificacion de Semillas (SNICS)

Av. Presidente Juarez Num. 13
54000 Tlalnepantla, Estado de México
Tels: +52 (55) 3622 0667 ; 3622-0668; 3622-0669; 3622-0670
Web site: hitp://snics.sagarpa.gob.mx
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Mejoramiento genético
de chile habanero: seleccion y registro
de variedades mejoradas

Capitulo 6

Nancy Santana Buzzy,* Adriana Canto Flick, Eduardo Balam Uc,
Susana Avilés Vinas, Guillermo Zetina Rosado,

Maria del C. Montalvo Peniche, Raul Valle Gough, Jerico Bello Bello,
Carlos Lecona Guzman, Daniela Solis Marroquin, Eunice Gomez Uc,
Liliana Munoz Ramirez, Laura Pefia Yam,

Jacobo Pérez Pastrana y Adolfo Guzman Antonio

*Autor responsable: nancy@cicy.mx

Resumen

Desde el afno 2002, en el CICY se viene desarrollando un programa de mejora-
miento genético en chile habanero a partir de la diversidad de la especie en la
regién. Como punto de partida, se establecié un banco de germoplasma donde
se conservan alrededor de 200 accesiones de la especie. A partir de estos recursos
genéticos se han venido seleccionando y evaluando materiales genéticos sobre-
salientes. Actualmente se cuenta con nueve variedades de chile habanero regis-
tradas en el Catalogo Nacional de Variedades Vegetales (CNVV) del SNICS. Estas
variedades fueron seleccionadas no solo por ser genuinas portadoras de los atri-
butos que distinguen al chile habanero de la Peninsula de Yucatan (sabor,aromay
picor) del cultivado en cualquier otra parte del mundo, sino también por la forma
del fruto, su tamano, por su color, por el peso de fruto, por su productividad y su
adaptabilidad a las condiciones del ambiente.

Palabras clave
Banco de germoplasma, selecciéon masal, variedades mejoradas

Introduccion

El chile habanero ha sido domesticado en la Peninsula de Yucatan y esta fuerte-
mente arraigado a la dieta regional de sus pobladores, consumiéndose tanto fresco
como en salsas. Todo ello le confiere a este cultivo un alto valor social, cultural y
econdémico no solo en esta regiodn sino en todo México. Actualmente, el chile ha-
banero es uno de los productos con mayor demanda en los mercados nacional e
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internacional. Los elevados contenidos de capsaicina le confieren al cultivo un valor
agregado exclusivo a sus frutos. Probablemente la combinacién de suelo, clima y
humedad en esta region del sureste de México imprimen al chile habanero criollo,
caracteristicas (picor, aroma'y sabor) que lo distinguen del chile habanero cultivado
en cualquier otra regién del mundo. Estos atributos lo han hecho acreedor de la
Denominacion de Origen que recientemente le fue otorgada al chile habanero de
la Peninsula de Yucatan. Lamentablemente, muchas de las variedades criollas por-
tadoras de los atributos que las hacen tan codiciadas en el mercado han ido desapa-
reciendo como consecuencia de la introduccion de variedades fordneas, las cuales
no cubren las expectativas del consumidor, particularmente en cuanto a su aroma,
pungencia y sabor. En este contexto, desde hace algunos afos venimos trabajando
con el fin de establecer las bases cientifico-metodoldgicas para el mejoramiento
genético del chile habanero.

La mayoria de las variedades de plantas de uso agricola han sido obtenidas sobre
la base de la seleccién. Este método ha sido ampliamente utilizado desde tiempos
muy remotos, lograndose mejoras importantes en muchas especies cultivadas. La
eleccién de la metodologia a emplear depende principalmente de los objetivos
perseguidos y del sistema de reproduccién de la especie. Si bien la mayoria de las
especies del género Capsicum son consideradas autdégamas,” se han reportado
porcentajes de alogamia que varian entre 7% y 91%. En el caso de chile habanero,
aunque es reconocida como una especie autégama, bajo determinadas condiciones
puede comportarse como alégama facultativa, pudiendo ocurrir hasta 40% de po-
linizacion cruzada. Este comportamiento de la especie debe ser tomado en cuenta
tanto en la estrategia de mejoramiento como en la de producciéon de semilla que se
utilice para el cultivo. En Capsicum, como en otras especies horticolas, la obtencién
de variedades se ha realizado generalmente a través de la seleccién de fenotipos
promisorios dentro de las poblaciones, o bien siguiendo los esquemas de la mejora
genética clasica, es decir, hibridacién seguida de la seleccién. Dentro de los méto-
dos mas empleados se encuentran: la seleccion masal, la genealdgica y las retrocru-
zas. El método que utilizamos para nuestro esquema de mejora fue el de seleccion
masal. Este método consiste en seleccionar dentro de la poblacién un nimero de
plantas que estara determinado por la presidn de selecciéon que apliquemos en cada
ciclo. Las plantas seleccionadas deberan tener o acercarse mucho a las caracteristicas
ideotipo buscado. Las semillas de estas plantas son cosechadas para establecer la
parcela del siguiente ciclo de seleccion, al que solo pasan las plantas que conservan
el ideotipo deseado. Por tanto, la seleccion masal es fundamentalmente fenotipica,
ya que seleccionamos un conjunto de individuos con el mismo fenotipo y se descar-
6 la variacién existente en el material de partida mediante el empleo de los criterios
de seleccion determinados al inicio del proceso de seleccién.

Considerando que Yucatan es centro de diversidad genética de Chile habanero (C.
chinense Jacq.), y que ademas existe la necesidad de contar con variedades mejo-
radas que conserven los atributos que distinguen al chile habanero de la Peninsula,
hace alrededor de 10 afos en el CICY iniciamos un programa de mejoramiento a
partir de la colecta, caracterizacién y evaluacion del germoplasma de la especie.
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Resultados

Seleccion de variedades criollas mejoradas de chile habanero

Como antecedente al trabajo de seleccion
de las variedades criollas de chile habanero,
es importante mencionar que durante los
primeros anos de este proyecto estableci-
mos, a través de sistematicas colectas en la
regién, una amplia coleccion de variedades
criollas o autéctonas de la especie. Estas
muestras, entradas o accesiones, las hemos
venido caracterizando y evaluando a lo lar-
go de estos afnos. Para este trabajo utiliza-
mos como material genético de partida la
diversidad colectada durante los afios 2001
y 2002. El establecimiento de semilleros que
garanticen la calidad de las plantulas a lo
largo del trabajo de seleccién es una de las
actividades mas importantes en el mejora-
miento (Figura 1).

Figura 1
Establecimiento y desarrollo
de los semilleros de las accesiones
de chile habanero

La identificacion de fenotipos promiso-
rios o candidatos potenciales para la ob-
tencion de variedades criollas mejoradas
se establecieron a cielo abierto y bajo con-
diciones de invernadero, las 58 accesiones
que existian en el banco en ese momento
se sometieron a una caracterizacién pre-
liminar. Esta coleccion estaba integrada
por chiles de diferentes colores, formas y
tamanos de fruto (Figura 2).

Figura 2
Identificacion de fenotipos promisorios
dentro de la coleccion de chile habanero
conservada-Verano 2002-2004

De esta caracterizacion resultaron preselec-
cionados 38 fenotipos criollos los cuales fue-
ron caracterizados en la Primavera-Verano

2002-2003. Para ello se utilizaron descripto-
res cualitativos y cuantitativos establecidos
para el género Capsicum,? (Figura 3).

Por ser la pungencia un caracter distinti-
vo de la especie, fueron determinados los
contenidos de capsaicinoides en un grupo
de accesiones de la coleccién, mediante la
técnica de Cromatografia Liquida de Alta
Resolucién (HPLC) (Figura 4). Extractos ob-
tenidos de frutos completos provenientes
de diversas accesiones del Banco de ger-
moplasma de chile habanero del CICY,
fueron analizados por cromatografia HPLC
para determinar el contenido de capsaici-
noides totales, expresados en mg-g' de
tejido fresco. Las accesiones evaluadas
aparecen con el cédigo de identificacion
con el que fueron registradas al momento
de su ingreso al Banco de germoplasma.

Toda la informacién recopilada, como resul-
tado de la caracterizacion morfolégica, es
fundamental para identificar y seleccionar
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Figura 3
Descriptores utilizados para la caracterizacion de 38 accesiones
de chile habanero conservadas en el banco germoplasma del CICY

| Caracterizaclén individuos preseleccionados |

Caracleres " (IFGRI, 1775)
maorfoagronomicos
Caract. Cualitalives Caract Cuanfilativos Prom. 15 mediciones.
1. Rimsrs & Raiss par axila
1. Hdbilo de crecimienis [T
2 cmtlzm Seleccién fenofipos ; W‘:""?&,
Foema rnisorios Altyra plonba (&
4 Posicidmde la Rar ik 5 Didmeho dol koo [zm)
& Color de la conla b Longitud del s (am)
& Celar da la semilla 7. Ancho del ut (cm)
7. Supedicie de la semilla B Longitud del pedicela]cm)
B Color dedibuto en edodo maduns :-n. Expeace de bo pored del fulo (mm)
% Forma de fule Pako el inda [g)
R T n ummmh:" .
11, Asugorde nbo bensy ersol il

Tipe de epidemis
13 Celor de la semilla
14 Supedficis de la semilla

15 Paac de 1008 semillon [}
16 Comlenids de goprssing [ g)

Seleccién de indlividuos promisorios Elaboracién de
(Frimavera-Verang 2002-2003) R ™ catdiogo
Fenotipo Haranja (4) Fenolipo Rojo (3) Fenolipo Amarilo(1)
MHP4EC M5B Byl
NSBm  CSC REX e
BIZ
Figura 4 fenotipos resultaron sobresalientes por pre-

Determinacion del contenido
de capsaicinoides de las accesiones
de chile habanero, en fruto completo,
placentay pericarpio

aquellos materiales genéticos que resul-
tan promisorios (Figura 5). En este trabajo
preliminar, a partir de 38 accesiones, ocho

sentar caracteristicas del fruto de particular
interés. Con el fin de uniformar, homogeni-
zar y estabilizar las caracteristicas del fruto
en los fenotipos de interés, disefiamos una
estrategia de seleccién masal (Figura 6), con
cinco ciclos de seleccién, iniciando el proce-
S0 con una presién de seleccion de 20% y
concluyendo con una presién de 2%.

En el primer ciclo de selecciéon se esta-
blecié un lote de 500 plantas, cultivadas
a cielo abierto, para cada uno de los ocho
fenotipos promisorios. Este primer ciclo
de seleccidn se realizé durante la campa-
fa agricola Otofo-Invierno 2003-2004, en
el municipio de Chicxulub Pueblo y fue-
ron seleccionadas 100 plantas por cada
fenotipo (20% de presién de seleccion),
siguiendo el criterio de seleccién esta-
blecido para cada ideotipo deseado.
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Figura 5
Toma de datos de la planta, las flores
y los frutos, de las accesiones estudiadas

! B Lo -5

Figura 6
Esquema de seleccion de las variedades
sobresalientes de chile habanero

Esquema de seleccitn
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En el segundo ciclo de seleccidn se esta-
blecieron lotes similares (500 plantas por
cada fenotipo), a cielo abierto, en el muni-
cipio de Ixil Yucatén, durante el ciclo agri-
cola Otono-Invierno 2004-2005. La pre-
sion de seleccién aplicada en este ciclo fue
de 15% (75 plantas seleccionadas) en cada
fenotipo. Después del segundo ciclo de
seleccion los lotes fueron de 250 plantas

por cada fenotipo, mientras que la presion
de seleccion se fue incrementando gra-
dualmente. Los ciclos de seleccion subsi-
guientes (tercero, cuarto y quinto ciclos)
fueron realizados bajo condiciones de in-
vernadero en Chicxulub Pueblo. El tercer
ciclo se realizé durante la Primavera-Vera-
no 2006, el cuarto ciclo en Otofo-Invier-
no 2006-2007. El quinto ciclo y ultimo, fue
realizado en la Primavera-Verano 2008. La
presion de seleccién aplicada en estos tres
ciclos fue del 10, 5y 2%, respectivamente.

En el ltimo ciclo (quinto) fueron seleccio-
nadas solo cinco plantas por fenotipo, las
cuales mantenian de manera homogéneay
estable las caracteristicas correspondientes
a cada uno de los ideotipos deseados (se-
gun criterios de seleccién). En cada ciclo de
seleccion, los frutos de cada planta fueron
cosechados y envasados individualmente
en bolsas de papel previamente rotuladas,
cuidando que no se produzcan mezclas o
confusiones (Figura 7).

Figura 7
Colecta de los frutos de cada planta
de las variedades seleccionadas y
colocados en bolsas de forma individual.
Las semillas de cada planta también se
mantuvieron independientes

Las bolsas son trasladadas al laboratorio
donde continda la toma de datos (peso,
largo, ancho, color, nimero de l6culos, en-
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tre otros) de los frutos. De manera similar,
las semillas de cada planta seleccionada
fueron conservadas individualmente (por
planta) (Figura 8).

Sin embargo, al momento de tomar la se-
milla para la siembra, por cada fenotipo
se utilizd una mezcla de las semillas pro-
venientes de cada una de las plantas se-
leccionadas en el ciclo inmediatamente
anterior, cuidando utilizar la misma can-
tidad de semilla de cada una de las plan-
tas seleccionadas. Este procedimiento fue
aplicado de manera similar para cada uno
de los fenotipos seleccionados.

Figura 8
Toma de datos de frutos
en el laboratorio: peso, largo, ancho,
numero de loculos. Envasado en bolsa
individual la semilla de cada accesién
jpara su conservacion

En el ciclo agricola Otofo-Invierno 2008-
2009, las ocho variedades fueron validadas
en invernaderos tradicionales, en Chicxulub
Pueblo. Bajo estas condiciones las plantas
de chile habanero mostraron su mayor po-
tencial productivo, obteniéndose para ocho
variedades un promedio de 4.5 kg/planta.
En estas condiciones las plantas pudieron
producir durante todo el afo (Figura 9).

Figura 9
Validacién de las variedades
seleccionadas en invernaderos
tradicionales, en Chixculub Pueblo
(2008 'y 2009)

Durante el ciclo Primavera-Verano 2009
(abril-octubre), las ocho variedades fueron
montadas en los invernaderos de Maya Ve-
getales, filial de la empresa La Anita, Condi-
mentos y Salsas S.A. de C.V,, donde ademas
de ser validadas para invernaderos de alta
tecnologia, las variedades fueron inspec-
cionadas por funcionarios del SNICS para
su registro en el CNVV (Figura 10).

Figura 10
Validacion de las ocho variedades de chile
habanero seleccionadas en invernaderos
de Alta Tecnologia de la Empresa Maya
Vegetales durante 2009




EL MEJORAMIENTO GENETICO DEL CHILE HABANERO DE LA PENINSULA DE YUCATAN

Como resultado de esta etapa, fue obteni-
do el Registro de las ocho variedades de
chile habanero en el CNVV del SNICS, asi
como la semilla original de cada una de
las variedades seleccionadas (Figura 11).

Figura 11
Produccién de semilla original
de las ocho variedades de chile
habanero seleccionadas

Aunque la pungencia no fue utilizada
como “criterio de seleccion” por ser este
un caracter altamente influenciado por

el ambiente, los resultados obtenidos a lo
largo del proceso de evaluacién del ger-
moplasma y en los trabajos de seleccidn,
evidencian que el chile habanero cultiva-
do en la Peninsula de Yucatan es mas pun-
gente que el que se cultiva en cualquier
otra parte del mundo, oscilando la mayo-
ria de las accesiones estudiadas entre las
400,000y las 600,000 SHU (datos no mos-
trados). NP1EG (Mayan K'iin) resulté la va-
riedad mas pungente con 850 a 1,000 000
SHU de todos los chiles pertenecientes a
la especie C. chinense, hasta la fecha.®)

En las Figuras 12 y 13 se muestran las fichas
técnicas con las caracteristicas mas sobre-
salientes de cada una de las variedades
seleccionadas y registradas en 2010, en el
Catalogo Nacional de Variedades Vegetales
(CNVV) del Sistema Nacional de Inspeccion
y Certificacion de Semillas (SNICS).

Figura 12
Ficha técnica de variedades rojas y una amarilla de chile habanero que se
encuentran registradas en el Catalogo Nacional de Variedades Vegetales (CNVV)
del SNICS (Sistema Nacional de Inspeccién y Certificaciéon de Semillas)

Mayan Chac

Color de fruto maduro: - Rojo
Color de fruto inmaduro Sl Verde tenue

Peso de fruto (g): 12.82
No. de léculos: 3
T Frutos por planta: 473
s Rend./ planta (kg): 4,90
! 5.39 pungencia (SHU): 405,230
-
i -l_ No. De Registro SNICS:
] 2368-¢h1-022-080110/¢
|— 3.13 —|

Mayan Chan

Color de fruto maduro: I Rojo

Peso de fruto (g): 11.8

No. de léculos: 34

Frutos por planta: 461

Rend./ planta (kg): 4.66

4.4 pungencia (SHU):

No. De Registro SNICS:
2369-chl-023-080110/c

:
I_

I
Color de fruto inmadurofilill  Verde

580,329 |

Mayan Kisin

Color de fruto maduro: [l Rojo
Color de fruto inmaduro Sl Verde tenue

Peso de fruto (g): 13.81

No. de Iéculos: 34
T Frutos por planta: 266

i Rend./ planta (kg): 3.67

4.97 pungencia (SHU): 670,325

No. De Registro SNICS:
2374-chl-028-080110/c

Mayan K’iin

Color de fruto maduro: I Amarilio
Color de fruto inmaduro: I  Verde

Peso de fruto (g): 18.5
No. de Iéculos: 3
-I_ Frutos por planta: 296

Rend./ planta (kg): 573
4.06 pungencia (SHU):

-l- No. De Registro SNICS:
2373-chl-027-080110/c

946,360
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Figura 13
Ficha técnica de variedades de color naranja de chile habanero que se encuentran
registradas en el Catalogo Nacional de Variedades Vegetales (CNVV) del SNICS
(Sistema Nacional de Inspeccidon y Certificacion de Semillas)

Mayan IxChel

Color de fruto maduro: Ml Naranja
Color de fruto inmaduro: [l Verde
Peso de fruto (g): 11.8
No. de Iéculos: 34
Frutos por planta: 505
Rend./ planta (kg): 5.21
-4 Pungencia (SHU): 528,270
No. De Registro SNICS:
2371-chl-025-080110/c

Mayan Ek

Color de fruto maduro: [l Naranja
Color de fruto inmaduro: [l Verde

Peso de fruto (g): 103
No. de Iéculos: 34
T Frutos por planta: 565
Rend./ planta (kg): 4.77

5.0 pungencia (SHU):

_l_ No. De Registro SNICS:
2370-ch1-024-080110/c

l— 2.96 _{

626,920

Mayan Baalche

Color de fruto maduro: [l Naranja
Color de fruto inmaduro: [l Verde
Peso de fruto (g): 11.0
No. de Iéculos: 34
Frutos por planta: 440
Rend./ planta (kg): 4.43
4.6 pungencia (SHU): 553,769
No. De Registro SNICS:
2367-chl-021-080110/c

Mayan Kauil

Color de fruto maduro: [l Naranja
Color de fruto inmaduro: [l Verde

Peso de fruto (g): 13.81
No. de Iéculos: 34
Frutos por planta: 522
Rend./ planta (kg): 5.14
Pungencia (SHU): 603.261

No. De Registro SNICS:
2373-chl-026-080110/c

Avances y perspectivas del mejoramiento

genético de chile habanero

El mejoramiento genético es el arte y la
ciencia de incrementar el rendimiento, la
productividad, la tolerancia a agentes abio-
ticos y bidticos adversos, la calidad y/o el
rango de adaptacién, de las especies vege-
tales domesticadas. Chile habanero, a pe-
sar de contar con todos los requisitos para
contar con un programa de mejoramiento
eficiente, ha carecido hasta recientemen-
te de ello. Es indudablemente un cultivo
de gran importancia econémica, cultural
y social para la region, y es ademas, Yuca-
tan, centro de reserva genética de la espe-
cie. Sin embargo, contradictoriamente no
existian variedades mejoradas obtenidas a
partir de la diversidad genética existente y
bajo las condiciones de clima y suelo de la
region. El trabajo que hemos desarrollado
durante casi una década en el CICY ha per-

mitido poner a disposicion de los produc-
tores, la sociedad, la industria y el mercado,
variedades mejoradas de chile habanero,
las cuales conservan aquellos atributos que
distingue al chile habanero de la Peninsula
(aroma, sabor, pungencia), y que son supe-
riores por otras caracteristicas por las que
fueron seleccionadas (morfolégicas y/o
agronomicas), lo que las hacen diferentes
y sobresalientes, dentro de la gran diver-
sidad de la especie en la region. Por otro
lado, por primera vez se ha aplicado una
estrategia similar a la de los paises de ma-
yor desarrollo en la agricultura: seleccionar
variedades para los diferentes “propdsitos
de produccion”: consumo fresco, industria
y exportacién. Asi, podemos mencionar
que Mayan Ba'alche y Mayan Ek son varie-
dades de fruto naranja y muy picante. Por
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su colory forma, son excelentes candidatas
para el mercado en fresco y la exportacién.
La variedad Mayan K'iin, de fruto grande y
de color amarillo-anaranjado es altamente
productiva; su mayor interés podria ubicar-
se en las industrias alimenticia y farmacolé-
gica, por su elevado contenido de capsai-
cinoides. Mayan Kisin, Mayan Chac 'y Myan
Chac, por ser variedades de fruto rojo, muy
picante, pueden ser materia prima para la
produccién de salsas, pastas y colorante.

Este trabajo establece las bases fundamen-

tales para implementar programas eficien-
tes de mejoramiento genético para este
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importante cultivo. Disponer del germo-
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de la industria.
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Resumen

Desde 2002 se realizaron ensayos con la finalidad de evaluar el efecto de asper-
siones foliares de Acido Salicilico (AS) en la bioproductividad de chile habanero
en parcelas comerciales establecidas en condiciones de campo y en invernadero,
en los estados Yucatan y Campeche de la Republica Mexicana. Los tratamientos
consistieron en aplicaciones foliares de diferentes concentraciones de AS (10 a
107 M AS) en etapa de plantula. Los resultados obtenidos muestran que hubo
incrementos significativos por el efecto del AS en la precocidad de floracién, ta-
mafo de raices, altura de planta, rendimiento y calidad de frutos en comparacién
con los testigos, por lo que se propone transferir la tecnologia al productor.

Palabras clave
Chile habanero, acido salicilico, raices, floracion, rendimiento

Introduccion

El chile habanero (Capsicum chinense) ha cobrado en épocas recientes gran im-
portancia en la Peninsula de Yucatan por el impacto que tiene en la economia
campesinay porque se ha empezado a industrializar el producto, con el objeto de
consolidar una agroindustria que impacte la economia regional. La solicitud de
que este producto tenga “la denominacion de origen’, es muestra clara del interés
social en esta especie vegetal.

Con el citado antecedente y con base en diferentes estudios realizados por mas
de 30 anos de investigacion por el grupo de trabajo de la presente comunicacion,
en los que se tiene evidencias de que el Acido Salicilico (AS) incrementa la produc-
tividad de plantas de importancia horticola, se planteé el presente estudio para
evaluar el efecto de este compuesto en chile habanero.
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Dentro de las contribuciones publicadas desde 1978 por el grupo de trabajo ci-
tado, resaltan los relacionados con su efecto en el enraizamiento™ y en el cie-
rre estomatico.?® Estos trabajos que se iniciaron a nivel de laboratorio han sido
transferidos al desarrollo de investigacién aplicada, que ha permitido estimar el
potencial de este regulador del crecimiento.

La investigacion aplicada para cotejar el efecto del AS en sistemas agricolas co-
merciales ha demostrado que aplicaciones de AS a plantas intactas afectan po-
sitivamente la bioproductividad;“ el crecimiento radical,®’® el incremento de
biomasa® y que induce precocidad de la floracion."®' De manera paralela se
han desarrollado otros estudios como el conocer que favorece la embriogénesis

somatica en cultivo de tejidos.”

El presente estudio también se enmarca en la tendencia internacional de la sus-
tentabilidad de los sistemas de produccién agricola ya que se deben proponer
modelos de lograr una produccién sostenida sin degradar los recursos naturales.
En este contexto cabe sefalar que el AS es un producto natural cuya aplicacién se
considera que no contamina el medio. Con base en lo anterior, el objetivo general
del presente trabajo fue evaluar en condiciones de produccion establecidas en cam-
po e invernadero, el efecto del Acido Salicilico (AS) en parametros de crecimiento,

produccion y calidad del chile habanero.

Metodologia

Desde 2002 se han establecido experimen-
tos en condiciones de campo, en suelos pe-
dregosos en Chicxulub Pueblo y Conkal, y
en condiciones de suelos mecanizados en
Tizimin Yucatan y en Calkini Campeche. De
igual forma, también se establecieron ex-
perimentos en condiciones de invernadero
en Chicxulub Pueblo.

Tratamientos establecidos para
evaluar el efecto del AS

l. Efecto de AS en plantulas

de chile habanero

Para la evaluacién del efecto de salicilatos
en plantulas de chile habanero se asperjé
el AS (10%a 10" M) por la manana,alos 9y
13 dias después de la emergencia. Las solu-
ciones de acido salicilico (Merck) utilizadas
en el presente estudio fueron preparadas
siguiendo la metodologia ya definida.©

Dichos experimentos fueron establecidos
en parcelas de productores, utilizando sus
propias variedades de chile y las tecnolo-
gias comerciales probadas, que no se des-
criben en el presente escrito, pero que se
pueden consultar en las tesis y publicacio-
nes correspondientes.

Il. Efecto en rendimiento en
plantaciones comerciales de chile
habanero en campo e invernadero
Para la evaluacién de rendimiento se uti-
lizaron plantulas de chile habanero de 15
dias de edad, a las que se le asperjé AS. Los
tratamientos fueron concentraciones de
10%a 107 M AS, que se aplicaron en tres
ocasiones a todo el follaje de la planta has-
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ta punto de goteo con una aspersora ma-
nual; la hora de aplicacién fue entre las 7:00
y las 8:00 horas, las aspersiones se realiza-
ron a los 15, 22 y 29 dias de edad, tiempo
en el cual las plantulas se encuentran en
charolas en el vivero (Figura 1).

Figura 1
Aspersion de AS en plantulas
de 15 dias de edad en vivero

Diseno experimental

Para la evaluacion del efecto del AS en de-
sarrollo de las plantulas se utilizé un disefo
experimental completamente al azar, con
24 repeticiones por tratamiento. En la eva-
luacion del efecto del AS en el rendimiento
de chile habanero en condiciones de cam-
po e invernadero, se utilizé en un disefo
experimental de bloques al azar con ocho
repeticiones por tratamiento y como uni-
dad experimental 12 plantas (Figura 2).

Figura 2
Disefo experimental de bloques
al azar en campo

Analisis de datos. Los resultados fueron
analizados mediante el andlisis de varianza
y cuando se detectaron diferencias estadis-
ticas se realizé la comparaciéon de medias
por el método Tukey (P<0.05) con el paque-
te estadistico SAS. 12

Variables evaluadas. Con el fin de anali-
zar los mecanismos de respuesta del chile
habanero a las aspersiones foliares del 4ci-
do salicilico, se determiné evaluar algunos
cambios en la fenologia: raices y area foliar
en plantulas, altura de planta, dias a flora-
cién y el rendimiento total de frutos.

Resultados

I. Efecto de acido salicilico

en plantulas de chile habanero
Tanto la altura como érea foliar de las plan-
tulas se incrementaron por el efecto del AS
(Figura 3). El tratamiento en el que se aplicé
10° M de AS incremento la altura en 19.4%
en comparacién con el control, esto es, de
107 mm del control a 128 mm del tratado.

Figura 3
Efecto de AS en plantulas de chile
habanero

Acido

Testigo salicilico
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Las plantas tratadas con acido salicilico pre-
sentaron una mayor area foliar, siendo el
mejor tratamiento 10° M que presentd un
incremento de hasta del 69.1% en compa-
racion con el control (Cuadro 1).

Cuadro 1
Efecto de diferentes concentraciones
de acido salicilico en el crecimiento
aéreo de plantulas de chile habanero,
34 dias después de la emergencia

. Altura Area Foliar
Tratamientos
(cm) (cm?)
Testigo 10.7+£0.3b 20.1+1.6a
10" M AS 11.1+£0.1ab 27.3+1.3b
108 M AS 12.8+0.3b 31.9+1.6¢
10°M AS 12.8+0.3b 34.1+1.7¢

En el Cuadro 2 se presentan los resultados
obtenidos del efecto del AS en la longitud y
peso seco de la raiz en comparacién con el
tratamiento control.

Con la concentracién de 10 M el incremen-
to en la longitud de raiz fue de 35.7% en
comparacién con el control, mientras que la
concentraciéon de 10° M el incremento fue
equivalente a 29.4%. El peso seco de la raiz
también fue incrementado por el efecto del
AS. Las aspersiones de AS a una concentra-
cion de 10® M afectan significativamente el
peso de la raiz en 84.3% en comparacion
con el control.

Cuadro 2
Respuesta de la raiz de plantulas
de chile habanero 34 dias después de
la emergencia, al efecto de diferentes
concentraciones de acido salicilico

. Longitud de Peso seco
Tratamientos . ;
la Raiz (mm) Raiz (g)
Testigo 71.3%£0.2c 0.070£0.0c
10" M AS 78.3+0.1b 0.115+0.0b
108 M AS 96.7+0.3a 0.129+0.0a
10° M AS 92.2+0.3a 0.108+0.0b

Il. Efecto en rendimiento en
plantaciones comerciales de chile
habanero en campo e invernadero
1.Efecto de dcido salicilico en la altura

de laplanta
Respecto de la altura de planta, la mayor
altura se obtuvo en la siembra de inverna-
dero, seguida por la de suelo mecanizadoyy,
por ultimo, en suelo pedregoso (Figura 4).

En todas las condiciones de cultivo, el AS
incremento la altura, presentando diferen-
cias significativas en suelo pedregoso con
un incremento de 38.5% con respecto del
testigo y de un 13.6% de incremento en las
plantas crecidas en invernadero.

Figura 4
Efecto del acido salicilico
en la altura de plantas

250

R Tizimin, Yuc, (mecanzado)
[EXD Chicxdub, Yuc. (pedregoso)
0 ! B Chicxuub, Yuc. (invemadero)
b
E 150
E
5 : 2
I 100 a
b
50
0 4
10°M Testigo
Tratamientos

2.Efecto de dcido salicilico en precocidad
de floracién

En los diferentes ensayos establecidos en
suelo pedregoso, mecanizado e invernade-
ro, se observé una precocidad de floracién
de 3 a5 dias con los tratamientos de AS con
respecto del testigo, en las diferentes épo-
cas de cultivo, sin embargo, éstas no resul-
taron ser significativas.
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3.Efecto de dcido salicilico en el nimero
de frutos por planta

En cuanto al numero de frutos por planta,
se observaron diferencias en la produccién
de éstos, dependiendo de la condicion de
cultivo. De tal manera que la mayor pro-
duccién de frutos en invernadero fue supe-
rior a 100% con respecto de la produccion
de frutos de plantas establecidas en campo
abierto (Figura 5).

En todas las condiciones de cultivo, el AS in-
crement6 el numero de frutos con respecto
del testigo establecido en cada una de estas
condiciones de cultivo; observandose incre-
mentos de 21% en suelo mecanizado, 33%
en suelo pedregoso y 12% en invernadero.

Figura 5
Efecto del acido salicilico en el niimero
de frutos por planta de chile habanero

W Cakini, Camp. (mecanizacdo)
300 0 Conkal, Yuc. (pedregoso)
a N Croxuiud, Yuc. (Invernadero)
2
!% b
a
-
a
» 2001
£
£ a
z
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4.Efecto de dcido salicilico en el rendimiento
por hectdrea

El AS incrementd el rendimiento en 30.5%
(24.4 ton/ha) en suelo mecanizado, 19.8%
(20.5 ton/ha) en suelo pedregoso y 12%
(38.9 ton/ha) en invernadero, en compa-
racién con sus testigos comerciales cuyos
rendimientos fueron de 18.72, 17.1 y 34.8
ton/ha, respectivamente (Figura 6).

Figura 6
Efecto del acido salicilico en el
rendimiento por hectarea de chile
habanero
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5.Efecto de dcido salicilico en postcosecha
Pérdida de peso. En la Figura 7 se mues-
tran los resultados que indican que de los
tratamientos de AS, la concentracion de 10
M perdié el 17.6% de su peso, el tratamien-
to de 108 M disminuyo en 18.9%, mientras
que el testigo perdié 21.7% de su peso.

Consistencia del fruto. La distancia ini-
cial penetrada por la aguja en la pared
del fruto en todos los tratamientos fue de
2 mm; después de 18 dias de almacena-
miento los datos obtenidos indican que
los tratamientos de 10° y 108 M de AS
mantuvieron una mejor consistencia al
registrar valores de penetracién de 123y
13.3 mm respectivamente, estos valores
fueron inferiores a los registrados por el
testigo cuya distancia de penetracién del
fruto fue de 15.7 mm (Figura 8).
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Figura7
Efecto del acido salicilico en la pérdida
de peso de frutos de chile habanero
almacenadosa20+1°C
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Discusion

Los resultados que se presentan del efecto
del AS en chile habanero, permiten con-
firmar que este regulador del crecimiento
tiene impacto en incrementar la biopro-
ductividad del chile habanero afectado
por su efecto de incrementar el tamafo
del sistema radical de las plantas.© Este
efecto en la raiz trae por consecuencia que
el AS afecte positivamente el desarrollo

Conclusiones

1. Se valido el efecto positivo del AS en la
bioproductividad del chile habanero, lo
que permite proponer que esta tecnologia
se aplique para aumentar la produccién
comercial en la Peninsula de Yucatadn ya
que potencialmente se podra incrementar
el rendimiento de entre 12% y hasta 30%.

2. El costo de esta tecnologia es muy bajo,
ya que las aplicaciones del producto se
realizan en su totalidad en la etapa de

Figura 8
Efecto del acido salicilico en la
consistencia de frutos de chile habanero
almacenados a 20+1 °C

16 4 i
—— 10° MAS /-'

144 —6-10*MAS E
—g-- Testigo ! f

Penetracion del futo (mm)

0 2 4 6 8 10 12 14 1B 18
Dias después de cosecha

del dosel de estas mismas plantas, datos
que coinciden con lo recientemente pu-
blicado por Yildirim y Dursun (2009)"® con
plantas adultas de tomate. Estos autores
utilizaron concentraciones de 0.50 mM de
AS y reportaron también que se favorece
el incremento del area foliar y también el
diametro del tallo.

plantula en invernadero antes de ser tras-
plantada en campo.

3. El 4cido salicilico es un producto que no
afecta al medio ambiente ni la salud del
personal que lo aplique.
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Las principales plagas
en chile habanero y su manejo
en la Peninsula de Yucatan

Capitulo 8

Rodolfo Martin Mex,* Angel Nexticapan Garcez
Daisy Pérez Brito y Alfonso Larqué Saavedra
*Autor responsable: rodolfo@cicy.mx

Resumen

En la Peninsula de Yucatan el cultivo del chile habanero es una de las especies de
hortalizas de mayor importancia econédmica y social, ya que constituye una im-
portante fuente de ingresos de los productores y sirve como materia prima de di-
ferentes industrias. Sin embargo, las plagas han ocasionado fuertes pérdidas de
capital para los productores. La exagerada aplicacién de insecticidas contra estas
plagas ocasiona serios problemas en el ecosistema como: residuos en las cosechas,
resistencia en los insectos a los insecticidas, reduccién de la fauna benéfica e incre-
mento de la contaminaciéon ambiental, ademas de elevar los costos de produccion.
Por tal motivo, el presente capitulo tiene como finalidad orientar a los productores
en el conocimiento de aspectos basicos como morfologia y biologia de especies
de insectos o acaros plaga, lo que es indispensable para la implementacion del
manejo integrado de plagas (MIP).

Palabras clave
Capsicum chinenese, plagas, manejo integrado de plagas

Introduccion

Chile habanero (Capsicum chinense Jacq.) es un cultivo importante en la Penin-
sula de Yucatan. En campo abierto el rendimiento promedio es de 15 t-ha” y en
invernadero de 7 kg-m?, sin embargo, la produccién es disminuida por el dafio de
diversas plagas, que constituyen una limitante severa para el cultivo, ya sea por
la afectacién en sus diferentes estados de desarrollo, por dano directo a la planta
o por ser vectores de virus.

De acuerdo con nuestra experiencia y por los monitoreos y registro de plagas en chile
habanero en condiciones de campo abierto e invernadero, las plagas mas frecuentes
en el mismo son: mosquita blanca (Bemisia tabaci'y Trialeurodes vaporariorum), picudo
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del chile (Anthonomus eugenii), dcaro blanco (Polyphagotarsonemus latus) y en menor
frecuencia minador de la hoja (Liriomyza sp.), gusano soldado de franjas amarillas (Spo-
doptera ornithogalli) y gusano del fruto (Heliothis zea).'?

Por la problematica de plagas presente en el cultivo de chile habanero, se hace
necesario establecer un programa de manejo integrado de plagas. Por ello en el
presente capitulo se mencionan aspectos de biologia y habitos de las plagas, asi
como el monitoreo y opciones para el manejo cultural, biolégico, biorracional y qui-
mico de plagas, haciendo énfasis en los diferentes modos de accién de insecticidas.

Plagas

1. Mosca blanca del tabaco

(Bemisia tabaci) y mosca blanca

de los invernaderos (Trialeurodes
vaporariorum)

Biologia. Los adultos de B. tabaci y de T.
vaporariorum miden alrededor de 1 mm
de largo. Las dos especies son dificiles de
distinguir en el campo, pero difieren lige-
ramente ya que las alas de Bemisia estan
dispuestas en forma de tejado y ligera-
mente separadas, esta caracteristica hace
posible que su cuerpo, que es de color
amarillo, sea mas evidente, mientras que
los adultos de Trialeurodes presentan las
alas en forma de tridngulo. Respecto del
ciclo biolégico Bemisia presenta un ciclo
de vida de 18 dias a 30 °Cy Trialeurodes de
26 dias a la misma temperatura.

Habitos y dafos. Tanto adultos como nin-
fas, generalmente se encuentran en el drea
abaxial (envés) de las hojas y ocasionan
danos directos como amarillamientos y
debilitamiento de las plantas. Los dafos in-
directos son la presencia de fumagina (un
hongo, Meliola sp.) que se desarrolla en las
excretas ricas en azucares. También se ha
observado que sirve de transporte al acaro
blanco, que se sujeta a las patas de Bemisia.
Sin embargo, el principal dafio de la mosca
blanca radica en que es el vector de varios
virus. Estas especies son vectores de mas de

treinta enfermedades virales, entre las que
destacan el virus chino del tomate (CdTV),
virus del enrollamiento de la hoja de la ca-
labaza (SqLCV), virus del amarillamiento de
la hoja enrollada del tomate (TYLCV), virus
huasteco del chile (PHV), virus rizado ama-
rillo del chile (VRACh), entre otros.®

Monitoreo. Para adultos se basa en el uso
de trampas amarillas con pegamento y para
los estados inmaduros se monitorea en el
envés de las hojas de la parte media y baja
de las plantas para buscar la presencia de
ninfas; los huevecillos se localizan en grupos
principalmente en el envés de hojas jéve-
nes. De acuerdo con la presencia y cantidad,
se decide la estrategia de control a seguir.

Figura 1
Danos de virosis en chile habanero
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2. Picudo del chile (Anthonomus
eugenii)

Biologia. Los adultos son de color marrén
rojizo a negro, miden alrededor de 3 mm,
con la caracteristica de una probdscide
(pico) curva. Los huevos eclosionan en 3
0 4 dias, las larvas tienen forma de “C” son
de color blanco y dpodas. El estadio larval
dura de 6-12 dias y luego se transforman
en pupas. La longevidad de los adultos es
de tres meses, las hembras ponen alrede-
dor de 340 huevos en un periodo de mas
de un mes, con una tasa de oviposicién
promedio de seis por dia.

Figura 2
Adulto de picudo del chile

Habitos y dafos. Por lo general, el adulto
llega a los campos nuevos de chile cuando
se inicia la floracién, atraido por sustancias
volatiles que son producidas por las flo-
res; se alimenta de follaje, botones tiernos
y yemas terminales, provocando su caida.
La oviposicion se realiza en botones desa-
rrollados, flores y frutos tiernos. Los frutos
danados se distinguen por la coloracion
amarillenta de la base del pedunculo (ca-
liz), ademas de que la mayoria de ellos se
caen debido a que la larva se alimenta de
la pulpa y de las semillas en formacién. Los
adultos salen de los frutos haciendo una

perforacion circular del tamarno de su cuer-
po. Con temperaturas célidas (alrededor de
28 a 30 °C), la totalidad del ciclo de vida se
completa en tres semanas.t?

Figura 3
Danos de picudo en frutos
de chile habanero

Monitoreo. Antes de la floracion se pueden
utilizar trampas amarillas con feromonas de
agregacioén y atrayente alimenticio, para de-
tectar la presencia de adultos. El umbral de
accion es de un picudo adulto por cada 100
botones florales revisados.

3. Acaro blanco
(Polyphagotarsonemus latus)
Biologia. El adulto mide de 0,2-0,3 mm; es
de forma ovalada, de color blanquecino a
amarillo-verde translucido. Los machos
miden la mitad del tamafio de las hembras
y presentan el cuarto par de patas mas
desarrolladas y transformadas en pinzas,
que les sirve para sujetar y transportar ala
pupa hembray, posteriormente, esperar a
que emerja el adulto, tras lo cual se pro-
duce el apareamiento. Los huevecillos son
elipticos, incoloros, transparentes y con el
corion cubierto con unas 30 proyecciones
de color blanquecino. Son puestos por se-
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parado en el envés de las hojas apicales,
en las hendiduras de los frutos pequerios
y las flores. La fase larvaria se alimenta por
2-3 dias y se desarrolla en una fase de re-
poso ninfal. El ciclo de vida solo requiere
de 4 a5 dias en condiciones de 25 °Cy alta
humedad relativa.®®

Habitos y dafos. Pueden dispersarse suje-
tos a las tibias y tarsos de las patas de Bemi-
sia tabaco; el dano es causado por la secre-
cién de auxinas o toxinas al alimentarse y
pueden producir graves dafios en follaje y
frutos. Los sintomas foliares incluyen distor-
sién, bronceado, rizado, secado de las hojas
y acortamiento de entrenudos. Estos sinto-
mas pueden ser facilmente confundidos con
una enfermedad viral, deficiencia de micro-
nutrientes o dafo de herbicida. Los frutos
pueden ser deformados, agrietados (“crac-
king”) o acorchados. Los dafios permanecen
durante semanas después de que los acaros
se han controlado, lo que dificulta la detec-
cién de las poblaciones reales de la plaga, y
puede ocasionar errores en la toma de deci-
siones para su control. Si el dafio es severo,
las plantas no emiten nuevos rebrotes y su
recuperacion es muy lenta, incluso después
de que las poblaciones de 4caros hayan dis-
minuido por la aplicacién de acaricidas.

Figura 4
Daros de acaro blanco
en brotes de chile habanero

Monitoreo. Comienza desde el desarrollo
de la plantula en vivero y se mantiene du-
rante el ciclo de cultivo. El envés de las hojas
jovenes deben ser examinadas con una lupa
20X, o las hojas deben ser colectadas y exa-
minadas con un microscopio de diseccién.
Sin embargo, en muchas ocasiones pasan
inadvertidos y se detectan cuando el dafo
esirreversible.

4. Minador de la hoja (Liriomyza sp.)
Biologia. Los adultos son pequefias mos-
cas de alrededor de 2 mm de longitud, de
cuerpo color negro en la parte superior y
amarillo en la cabeza, los lados y debajo
del térax. La superficie superior del térax
de los adultos de L. sativae es negra bri-
llante, mientras que la de L. trifolii es mate.
Las larvas de ambas especies son de color
amarillo y viven dentro de las hojas.®

Habitos y daiios. Las hembras adultas in-
sertan los huevecillos individualmente en
la superficie superior de las hojas jovenes.
Al eclosionar las larvas se alimentan de las
hojas, formando una mina. Las larvas ma-
duras salen a través de una abertura de
salida al final de las minas y caen al suelo,
donde se forma la pupa que tiene forma
de barril de color naranja-café. Al pasar
nueve dias emergen los adultos. La hem-
bra utiliza su ovipositor para hacer aguje-
ros mas grandes y alimentarse del exuda-
do del contenido de las células. Los dafos
econémicos son causados por las minas
ya que las galerias abundantes pueden
reducir la fotosintesis y provocar la dese-
cacién y caida de las hojas, lo que puede
dar lugar a quemaduras de los frutos por
el sol. Las galerias también pueden servir
como puntos de entrada para enfermeda-
des bacterianas y fungosas.
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Figura 5
Adulto de minador de la hoja

Monitoreo. Los adultos son atraidos por
el color amarillo, y comercialmente hay
disponibles trampas amarillas con pega-
mento, que se pueden utilizar para moni-
torear cambios de densidad de poblacio-
nes de adultos de minador. Las trampas
pueden ser colocadas de la mitad hacia
abajo de las plantas y deben ser revisa-
das dos veces por semana. En el muestreo
directo se cuenta el nimero de larvas vi-
vas en toda la planta. El nimero de larvas
muertas puede ser utilizado para estimar
la eficacia de los tratamientos insecticidas
o el éxito del control biolégico.

5. Gusano soldado de franjas
amarillas (Spodoptera ornithogalli)
Biologia. El desarrollo larvario requiere
aproximadamente de dos a tres semanas,
dependiendo de la temperatura. Los hue-
vecillos son depositados en masas, cubier-

Manejo de plagas

La base del éxito en el manejo de plagas
en una plantacién comercial es el monito-
reo, que permite determinar la existencia
de las principales plagas, permite conocer
su distribucién, su biologia, ecologia e im-
pacto econdmico en las dreas destinadas a

tas de escamas del cuerpo de la palomilla.
El color de la larva varia de gris a negro. La
larva tiene una raya amarillo-naranja a lo lar-
go de cada lado y un par de rayas negras; se
observan manchas triangulares en la parte
posterior de la mayoria de los segmentos.
La palomilla tiene las alas anteriores oscu-
ras con blanco y marcas de color marrén y
blanco detras de las alas.”® En invernaderos
de Yucatan y Campeche se han encontrado
multiples generaciones.

Figura 6
Adulto del gusano soldado
de franjas amarillas

Habitos y dafos. Las larvas eclosionan a
partir de la masa de huevos y comienzan
a alimentarse de las hojas antes de pasar
a los frutos.

Monitoreo. Frecuentemente se monitorea
de una o dos veces por semana, para de-
tectar la presencia de masas de huevecillos
o larvas pequenas. Se recomienda revisar
20 plantas por cada hectarea.

la produccién de chile habanero. Este punto
es determinante para implementar estrate-
gias de manejo integrado (control cultural,
bioldgico, biorracional o quimico) para regu-
lar las poblaciones de las plagas, a niveles que
no causen dafos econdémicos al cultivo.®'®
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Control cultural

Algunas recomendaciones importantes
para el manejo fitosanitario consiste en la
limpieza alrededor y dentro del cultivo, de
arvenses, consideradas como reservorio de
plagas como mosca blanca, acaro blanco,
picudo y virus. También se recomienda usar
plantulas sanas producidas en invernaderos
protegidos.

Control biologico

De manera comercial, se pueden encontrar
entomopatdgenos que son agentes de con-
trol bioldgico, destacando los hongos vy las
bacterias. Actualmente, se encuentran dis-
ponibles en el mercado Beauveria bassiana
(Naturalis, Bea-Sin, Spectrum Bea B), Metar-
hizium anisopliae (Meta-Sin, Spectrum Meta
A), Paecilomyces fomosoroseus (Pae-Sin,
Spectrum Pae F), recomendadas para el con-
trol de mosca blanca, pulgones y picudo del
chile. La especie Paecilomyces lilasinus (Pae-
Sin, Spectrum Pae L, Nemaroot, Biostat) se
recomienda para el control de nematodos.
Es importante comentar que en campo la
utilizacion de parasitoides, depredadores y
entomopatdgenos contra insectos vectores
de virus no es viable, ya que los enemigos
naturales requieren la presencia de los in-
sectos fitéfagos para alimentarse y en estos
casos el umbral de estos insectos vectores
es cero. Tomando en cuenta lo anterior, an-
tes de generar el uso de cualquier agente de
control bioldgico, se deben de hacer estu-
dios para demostrar su eficiencia.

Control biorracional

Para el manejo de las plagas que se presentan
en el chile habanero se recomienda realizar
aplicaciones de extractos de plantas, jabones
agricolas y aceites, ya que son una alternati-
va efectiva cuando el riesgo fitosanitario es
manejable. Las ventajas que presentan son el
poco efecto negativo sobre la fauna benéfica,
la reducida o nula seleccién de resistencia a
insecticidas y el costo econémico bajo. Este

manejo es muy importante, ya que se pue-
den realizar aplicaciones frecuentes a interva-
los de 4-5 dias. Ademas, el aceite es efectivo
para evitar la transmision de virus por afidos.

» Extractos de plantas. Estos productos
normalmente actian como alomonas de
accion repelente y la mayoria se formulan
como: extractos de ajo, ejemplo de estos
productos comerciales son: Ajick (2-3
L/ha), Bralic (1.5-3 L/ha), Garlic Barrier
(0.75-1 L/ha); derivados de tricarboxilos
vegetales Bio-Die (1-1.5 L/100 L de agua);
y con base de extractos de semilla de nim
se tienen PHC Neem (5-10 mL/L de agua)
y Neemix (0.5-1.5 L/ha).

» Jabones agricolas. Solo actian por
contacto directo con las plagas; los ja-
bones mas comunes son las sales pota-
sicas de acidos grasos. Los acidos grasos
alteran la estructura y la permeabilidad
de las membranas celulares de los in-
sectos y el insecto muere rapidamente.
No hay actividad residual insecticida
una vez que la aplicacién por aspersion
se haya secado. En el mercado se tienen
Ultralux (1 L/300 L de agua), Impide (2
L/200 L de agua) y Green Soap (0.5 L/200
L de agua).

Aceites. Ademas de actuar directamente
contra insectos vectores, también reducen
significativamente la diseminacion de virus
no persistentes transmitidos por pulgo-
nes, al quedar adheridos en su estilete. Se
encuentran registrados para el control de
plagas EPA 90 (extracto de semilla de soya)
(1-3 L/ha), Proganic Oil (extracto de semilla
de cartamo, girasol y soya) (L/ha). Es impor-
tante mencionar que el éxito en el control
de plagas de los insecticidas biorracionales
depende de la cobertura de aplicacién que
se logre con los mismos. Estos productos
deben de cubrir completamente el follaje y
dar prioridad al envés de la hoja, lo cual se
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logra con equipo de alta presion, que pro-
porcione mayor penetracion y cobertura
de la aspersion.1112

Control quimico

Para el uso de insecticidas quimicos resulta
importante implementar un programa en
el que se roten los productos disponibles,
para preservar y prolongar su efectividad,
asi como su uso continuado. Para lograrlo
es importante que los productores y técni-
cos comprendan el modo de accién (MoA)
de los productos utilizados. El MoA se refie-
re a la suma de interacciones anatomicas,
fisiologicas y bioquimicas, o a las respuestas
resultantes de la accién téxica de los pro-
ductos utilizados para controlar las plagas.
Dicho de otra manera, el MoA es la forma en
que un producto afecta de manera negati-
va los procesos metabdlicos y/o fisiolégicos
de un acaro o insecto plaga hasta causar su
muerte. Lamentablemente, dicho modo
de accion no siempre es conocido o com-
prendido, y puede haber mas de un tipo
de accion asociado a un mismo producto,
por lo tanto es importante conocer el MoA,
para poder disefar de manera efectiva los
programas de rotacién, de manera que in-
cluyan insecticidas con distinto modo de
accién, no subgrupos quimicos diferen-
tes. De los ingredientes activos registrados
ante el USDA, para su uso en chile y que
tienen menor impacto en la fauna benéfi-
ca (parasitoides y depredadores) y abejas,
se encuentran los inhibidores selectivos o
bloqueadores de la alimentacién. De este
grupo son: Plenum 50 GS (pymetrozine) y el
Beleaf (flonicamid), que trabajan afectando
el comportamiento de pulgones y mosca
blanca,"® que se alimentan de los tejidos
del floema, obstruyendo o bloqueando la
regulacion neural de la absorcién del agua
en las partes bucales.

Los reguladores de crecimiento de insec-
tos (IGR) son utilizados principalmente para

matar estadios inmaduros o jovenes. Por
ejemplo los analogos o simuladores de
las hormonas juveniles como el Knack
(pyriproxyfen), que afecta el desarrollo de
la mosca blanca y los trips, ocasionando
gue permanezcan jévenes o inmaduros,
impidiendo completar su ciclo de vida. Los
inhibidores de la sintesis de la quitina
como el Applaud (buprofezin), afectan las
enzimas que estimulan la formacion de la
quitina durante el proceso de muda de la
mosca blanca o el piojo harinoso. Otros in-
secticidas de diferente modo de accién son
el Oberon (spiromesifen) y el Movento (spi-
rotetramat), que actdan inhibiendo la sin-
tesis de lipidos, en los estados inmaduros
de mosca blanca; el primero, ademas, tiene
efecto acaricida, y Movento tiene efecto so-
bre pulgones y puede reducir la fertilidad de
las hembras de mosca blanca. El Coragen
(rynaxypyr) es un insecticida cuyo modo
de accién consiste en modular el receptor
Rianodin; afecta ninfas de mosca blanca y
larvas de minador de la hoja. El grupo de los
neonicotinoides comprende cinco insectici-
das sistémicos con registro USDA, para usar
en chiles: Actara 25 WG (thiametoxam), Con-
fidor (imidacloprid), Rescate (acetamiprid),
Clutch (clothianidin) y Venom (dinotefuran),
los cuales actian como antagonistas de los
receptores de la nicotina-acetilcolina de
los insectos; estos receptores forman parte
del sistema nervioso central. Debido a que
todos los nicotinoides tienen el modo de ac-
cién similar, es importante evitar usarlos en
sucesion, ya que esto incrementara la “pre-
sidn de selecciéon” sobre la poblacién del in-
secto que se requiere controlar, y potencial-
mente estimulara el desarrollo de resistencia
al insecticida. Se recomienda utilizar dos o
mas insecticidas con MoA diferente, antes
o después de haber usado un producto con
base nicotinoide. El uso de insecticidas que
actuan como inhibidores de la acetilcoli-
nesterasa (organofosforados y carbamatos)
y los moduladores de los canales de sodio
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(piretroides), se recomiendan solo en caso
necesario, debido a que son insecticidas con
un amplio espectro de accién y altamente
téxicos a la fauna benéfica y abejas. En to-
dos los casos es importante utilizar las dosis

Discusion

Una de las principales limitantes en la
produccién de chile habanero en campo
abierto e invernadero son la plagas, des-
tacando la mosca blanca como la mas im-
portante por ser vector de virus y porque
puede ocasionar pérdidas hasta de 100%
si se presenta en etapas tempranas del
cultivo. Le sigue en importancia el picudo
del chile, que puede ocasionar pérdidas
en el rendimiento de hasta 50%.

Es vital, considerando lo anterior, contar
con un programa de monitoreo de plagas,
independientemente de la superficie de
la plantacién, ya que el monitoreo cons-
tituye una herramienta importante para
la toma de decisiones en el manejo de las

Conclusiones
En la produccién de chile habanero en

campo abierto e invernadero se requiere
desarrollar un plan de manejo fitosanitario
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Resumen

El chile habanero, un cultivo de gran importancia comercial en Yucatan, requiere
de trasplante para una produccion exitosa. Nosotros estudiamos el crecimiento
y desarrollo del sistema radical de chile habanero durante los primeros 46 dias
postrasplante y las tasas de crecimiento fueron comparadas con las de la parte
aérea de la planta. Se identificaron tres estados basicos: de 0 a 7 dias postras-
plante, caracterizado por un crecimiento lento en ambas partes, pero mayor en el
sistema radical; de 7 a 28 dias postrasplante, con un crecimiento acelerado inicial
del sistema radical y, posteriormente, un crecimiento rapido en la parte aérea;
de 28 a 46 dias postrasplante, con un crecimiento menor del sistema radical y un
crecimiento aéreo intensificado. Estos ajustes en el desarrollo del sistema radical
(plasticidad morfologica) permiten a la planta una mejor adaptacion en las prime-
ras etapas después del trasplante.

Palabras clave
Trasplante, crecimiento radical

Introduccion

Generalmente, las plantulas de chile habanero (Capsicum chinense Jacq.) que se
obtienen a partir de la germinacion de la semilla y el posterior crecimiento en in-
vernadero son utilizadas por los productores para el trasplante en el campo, en
lugar de la siembra directa de la semilla en el suelo. Este proceso es comun para las
especies horticolas, pero la etapa de trasplante estd acompaiada por altos niveles
de estrés para la planta. En la Peninsula de Yucatan, el chile habanero crece en
suelos muy heterogéneos, frecuentemente rocosos, caracterizados por una baja
fertilidad, donde el nitrégeno y el potasio son los nutrientes mas limitantes.” Bajo
estas condiciones se requiere un sistema radical permanentemente activo, donde
las raices jovenes deben desarrollarse continuamente para explotar eficientemen-
te los suelos pobres y mantener un adecuado desarrollo de la planta.
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La naturaleza de las raices presentes en las plantulas tiene que ser considerada
antes de que sea discutido el efecto de diferentes factores (tipo de suelo, tem-
peratura del suelo, nutricién, etc.) sobre el proceso de trasplante. Si las raices con
diferentes respuestas morfoldgicas y/o fisioldgicas al ambiente son consideradas
como un Unico tipo o no son diferenciadas, serd imposible extraer una conclusién
vélida en estas investigaciones.??

A pesar de que el chile habanero es un recurso econémico significativo para la
regién, no se han llevado a cabo estudios sobre el crecimiento y desarrollo del sis-
tema radical de esta especie, particularmente después del proceso del trasplante.
Sin embargo, se han publicado algunas investigaciones sobre el desarrollo de las
parte aérea y del sistema radical de plantas de Capsicum, especialmente para di-
ferentes cultivares de Capsicum annuum.“>%7

Se requiere una mayor comprensién de la arquitectura y desarrollo de la raiz para
lograr tener un trasplante exitoso, con menores tasas de mortalidad postrasplante
e incremento en los rendimientos. El objetivo del presente estudio fue identificar
los cambios en el desarrollo radical de plantas de chile habanero creciendo bajo
condiciones de invernadero y correlacionar estos cambios con el desarrollo de la

parte aérea de la planta.

Resultados

1. Desarrollo postrasplante

En este estudio se utilizaron plantulas de
chile habanero (cv. naranja) de aproxima-
damente 30-40 dias post-germinacion
(18-20 cm de altura y aproximadamente
cinco pares de hojas). Los productores
de chile habanero de Yucatdn utilizan
comunmente plantulas de esta edad, de-
bido a que las tasas de sobrevivencia de
las mismas son mas altas. Las plantulas se
trasplantaron a cajas de 60 x45x 10 cm. La
mezcla de suelo que se utilizé fue 2:1 K'an
kab:peat moss. Las concentraciones (g/
kg) de los nutrientes minerales en el sue-
lo fueron: K, 0.0043; Ca, 0.28; Mg, 0.0140;
Na, 0.0337 y P, 2.20 x 10°®. Las plantulas
crecieron en condiciones de invernadero
(Centro de Investigacion Cientifica de Yu-
catan), con riego diario a lo largo de todo
el experimento y no se les aplicé algun
régimen de fertilizante para prevenir cual-

quier alteracién en el crecimiento normal
de laraiz. Las evaluaciones de crecimiento
se realizaron hasta los 46 dias después del
trasplante (DDT); sin embargo, cinco plan-
tulas fueron analizadas hasta los 150 DDT,
para documentar el nimero de flores y
frutos formados por planta.

El trasplante no causé efectos adversos
significativos (abscisién de hojas o muer-
te) sobre las plantulas. El desarrollo de
la parte aérea fue homogéneo entre las
plantulas a través del periodo de evalua-
cion. Las plantas comenzaron a florear a
los 28 DDT y presentaron de tres a cinco
frutos incipientes a los 46 DDT.

La floracion fue abundante (183 + 39 flo-
res por planta), pero el cuajado del fruto
fue bajo, presentando una tasa de aborto
floral de aproximadamente un 90 + 3%.
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Desarrollo del sistemaradical y de la
parte aérea

El crecimiento de la planta fue monito-
reado semanalmente hasta los 14 DDT y
quincenalmente hasta los 46 DDT. Estas
frecuencias fueron seleccionadas para
documentar mejor los cambios en el cre-
cimiento de las plantas de chile habanero
durante las etapas iniciales de desarrollo
de las plantas después del trasplante.

No se observaron cambios drdsticos en el
crecimiento de la parte aérea o del sistema
radical durante los primeros siete dias pos-
trasplante (Figura 1A). Después de este dia,
la longitud del sistema radical incrementé
rapidamente, mientras que la altura de la
planta permanecié relativamente invaria-
ble (Figura 1A). Tanto la parte aérea como
el sistema radical crecieron notablemente
después de los 14 DDT, observandose un in-
cremento significativo en la altura y el peso
seco aéreo (Figuras 1Ay B) y un crecimiento

similarmente rapido en el sistema radical
hasta los 28 DDT (Figura 1A). A las 46 DDT,
el sistema radical habia incrementado su
longitud siete veces y su peso seco 60 veces,
comparado con los pardmetros que presen-
t6 al momento del trasplante, mientras que
la parte aérea aumento cuatro y 39 en altura
y peso seco, respectivamente.

El crecimiento, expresado como las rela-
ciones altura de la parte aérea:longitud del
sistema radical y pesos secos aéreo:radical
indican claramente que el crecimiento de
la raiz fue mayor al de la parte aérea hasta
los 14 DDT (Figura 1C); ambas relaciones
disminuyeron hasta este dia. Al dia 28, la
relacion altura:longitud fue similar a la del
dia 14, incrementando posteriormente al
dia 46. En contraste, el crecimiento de la
parte aérea basado en la relacion de peso
seco aumento hasta el dia 28, disminuyen-
do ligeramente a los 46 DDT (Figura 1C).

Figura 1
Dinamica de crecimiento de plantulas de chile habanero creciendo bajo condiciones de

invernadero, alos 0, 7, 28 y 46 dias después del trasplante (DDT). (A) Altura total de la parte
aérea y longitud total del sistema radical; (B) pesos secos de la parte aérea y de la radical, y
(C) cambios en las tasas altura de la parte aérea:longitud del sistema radical y de pesos secos

aéreocradical. Los valores representan el promedio de cinco réplicas (una planta por réplica) y las
barras verticales indican el error estandar de la media

80 |

60

40

20

99

1 1 1 1 1 1 B 1 1 1 1 1 1 c 1 1 1 1 1 1
12 -1 -
—e— altura de la parte aErea 1 —e— aerial part 3.0 | — aerial heightl total rootlength
—o— longitud de la raiz —o— root —O— aeriall oot dry weigth
100 b
25F -
1 = sk J
4 2 20F i
: g
w 6 L v
E v <
[} o 15| E
9 o
a 4f T
10 -
4 ! i
05F -
o} 4
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0.0 ] ] ] ] ] ]
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
DDT DDT DDT



CENTRO DE INVESTIGACION CIENTIFICA DE YUCATAN A.C.

100

Estos resultados indican que durante los
primeros 14 DDT ocurre un crecimiento
radical profundo, el cual continda hasta
los 28 DDT; sin embargo, al llegar a los 14
DDT comienza un crecimiento acelerado
de la parte aérea de la planta. Los datos
sugieren que a los 14 DDT comienza una
competencia por fotosintatos entre el sis-
tema radical y la parte aérea, pero al dia
46 DDT se podrian estar canalizando mas
recursos para procesos vitales en la parte
aérea (floracion y fructificacion).

Cuando se cuantificé por longitud (cm/
dia), el crecimiento en el sistema radical
fue menor comparado con el que se pre-
sentd en la parte aérea en los primeros 7
DDT, mientras que fue extremadamente
alto entre los 7 y 14 DDT (Figura 2A), con
una tasa maxima de 2.5 cm/dia. La tasa de

crecimiento del sistema radical disminuyd
a partir de entonces, alcanzando los va-
lores mas bajos (0.5 cm/dia) a los 46 DDT.
En contraste, la tasa de crecimiento de la
parte aérea fue minima hasta los 14 DDT
(~ 0.5 cm/dia) e incremento entonces con-
tinuamente hasta alcanzar un maximo de
mas de 1.0 cm/dia a los 46 DDT.

Cuando se expresoé en términos de peso (g/
dia), la tasa de crecimiento no fue significa-
tivamente diferente entre el sistema radical
y la parte aérea hasta los 14 DDT (Figura 2B).
Sin embargo, después de este tiempo el
crecimiento de la parte aérea se intensificd
notablemente hasta un maximo de mas de
2.5 g/dia a los 46 DDT, tiempo en el que el
crecimiento del sistema radical fue menor
(~ 1.0 g/dia) (Figura 2B).

Figura 2
Cambios en las tasas de crecimiento de la parte aérea y radical alos 0, 7, 28 y 46
dias después del trasplante (DDT) basado en (A) la altura y la longitud (cm/dia)
y en (B) pesos secos (g/dia)
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disminuyé significativamente hasta los 14
DDT y entonces permanecié constante
hasta los 46 DDT; esto es, no se formaron
nuevas raices laterales de segundo orden
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a partir de los 14 DDT (Figura 3A). Sin em-
bargo, la longitud de estas raices aumen-
to regularmente hasta los 46 DDT y este
incremento fue particularmente intenso
entre los 14y 28 DDT (Figura 3B). Ademas,

el didmetro de las raices secundarias au-
mentd a lo largo del periodo de estudio,
especialmente desde los 28 a los 46 DDT
(datos no mostrados).

Figura 3
Cambios en la formacion y el crecimiento de raices secundarias de las plantulas
de chile habanero creciendo en condiciones de invernadero alos 0, 7, 28 y 46 dias
después del trasplante (DDT). (A) Niimero total de raices laterales secundarias;
(B) crecimiento de raices laterales secundarias basado en la longitud total.
Los valores representan el promedio de cinco réplicas (una planta por réplica)
y las barras verticales indican el error estandar de la media
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En el presente estudio, la raiz primaria de
las plantulas de chile habanero cesé de cre-
cer después del trasplante, resultando en
una morfologia del sistema radical similar
a la reportada para C. annuum por Steer y
Pearson:® largas ramificaciones laterales
en lugar de una gran raiz primaria. Este
comportamiento no ha sido previamente
reportado para chile habanero.

La formacion de raices finas (terciarias y de
mayor orden) aumenté durante los prime-
ros 14 DDT y entonces se intensificé a una
tasa similar hasta los 28 DDT. Entre los 28 y
los 46 DDT, la formacion de raices terciarias

continud a una tasa constante y la formacion
de raices de mas de tercer orden se acelerd
notablemente (Figura 4A). En conjunto, por
cada raiz lateral se formaron aproximada-
mente 60 raices laterales de tercer orden y
115 raices laterales de mas de tercer orden,
al dia 46 DDT.

La tasa de formacion de raices finas, basada
sobre el nimero de raices finas formadas
por dia aument6 hasta los 28 DDT, cuando
la formacion de raices terciarias alcanzé un
maximo de 1.5 raices/dia y las de mayor de
tercer orden de 2.5 raices/dia (Figura 4B).
Desde los 28 a los 46 DDT, la tasa de forma-
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cién de raices terciarias disminuy6 a menos
de 0.5 raices/dia, mientras que las de orden
mayor a las terciarias disminuyeron Unica-

mente a 2.0 raices/dia. No se observd una
reduccion significativa en el crecimiento de
las raices finas a lo largo de este estudio.

Figura 4
Numero de raices finas (terciarias y de mayor orden) (A) y tasa de formacién de
las mismas (B) después del trasplante. En A, los valores representan el promedio
de cinco plantas y las barras verticales indican el error estandar de la media
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Discusion

El aborto florar que se observé en este tra-
bajo es un comportamiento que ha sido
reportado anteriormente, tanto para C
chinense,® como para C. annuum."*' Las
plantas de chile habanero que crecen en
las regiones subtropicales se enfrentan
frecuentemente a altas temperaturas du-
rante el cuajado de los frutos, lo cual pro-
voca que estén expuestas a un estrés por
calor a temperaturas que excedan pocos
grados de las 6ptimas reportadas para el
cultivo (temperaturas medias diarias en-
tre 25-27 °C)."? Nuestro experimento se
desarrollé entre los meses de marzo-julio,
donde la temperatura promedio fluctué
entre los 26 y 30 °C, con maximas hasta
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de 39.4 °C en el mes de abril, por lo que
es claro que esto ocurrid, en nuestro caso,
particularmente durante el periodo de flo-
racion-fructificacion.

En chile habanero, el sistema radical podria
tener un papel importante en la traslocacion
y particion de los fotosintatos a escala de
planta completa, un fendmeno reportado
para otras solanaceas como C. annuum®
y tomate.™ La traslocacién de fotosintatos
desde las hojas hacia otros 6rganos de las
planta en C. annuum (cv. California Wonder)
es mas rapida inicialmente a partir de las ho-
jas mas jovenes, donde la fotosintesis neta
es mayor.®
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La planta madura trasloca carbono desde
las hojas hacia las raices y los frutos. Mar-
celis y col.® reportaron que existe una
competencia entre estos dos érganos por
fotoasimilatos en C. annuum (cv. Mazur-
ka). Gonzélez-Real y col.™® reportaron que
C. annuum (cv. Cornado) invierte una gran
cantidad de materia seca en el crecimiento
del sistema radical, pero es capaz de ajustar
esta inversién durante la fructificacion, al
traslocar la mayoria de los nuevos asimila-
dos al fruto en crecimiento.

Después del trasplante, las raices laterales
se elongaron, lo cual es una ventaja para
las plantas durante el establecimiento
postrasplante y también bajo condiciones
de deficiencia de agua."” Esta elongacion
adelanta la capacidad para producir mas
raices laterales; por ello, el nUmero de rai-
ces secundarias fue reducido a la mitad. El
estrés que ocurre en la etapa de trasplante
puede inducir el crecimiento de las raices
secundarias mas desarrolladas y eliminar
aquellas menos desarrolladas. Las raices
secundarias mas desarrolladas son mas
eficientes en la absorcién de nutrientes
que las menos desarrolladas y es mas cos-
tosa para la planta soportar el crecimiento
y desarrollo de nuevas raices secundarias.
Ademas, la muerte de aquellas raices se-
cundarias incipientes podria liberar nu-
trientes vitales para el crecimiento de las
otras raices laterales."®

Las plasticidades morfoldgica y fisioldgica
son el resultado directo de cambios basados
en las interacciones entre el genotipo y el
ambiente. La longitud radical es un pardme-
tro morfoldgico que describe mejor la capa-
cidad de las raices para explorar el suelo. Las
plantas pueden producir raices mas largas,
ya sea al incrementar la traslocacién de bio-
masa hacia la raiz o aumentando la fineza
de la raiz y/o reduciendo la densidad del te-
jido radical."” Los resultados obtenidos aqui

indican que bajo estas condiciones el chile
habanero opta por esta segunda estrategia
de plasticidad (reduccién en la densidad de
raices laterales) para adaptarse al estrés ini-
cial del trasplante. Sin embargo, ya que este
experimento fue conducido sin fertilizantes,
la adicién de éstos durante los estados ini-
ciales (antes de los 14 DDT) podria reducir
la pérdida de las raices secundarias, ademas
de incrementar la longitud radical, como ha
sido reportado en otras especies.?’

Laintensa formacién de raices terciariasy de
mayor orden hasta los 46 DDT podria ocurrir
para apoyar los procesos de floracion y fruc-
tificacion, los cuales requieren grandes can-
tidades de energia. Bajo estas condiciones
se necesita un sistema radical muy eficiente
en cuanto al costo, y la produccién de raices
finas requiere un consumo relativamente
bajo de fotosintatos. Ademas de esto, es-
tas raices pueden absorber nutrientes muy
eficientemente, permiten la explotacion de
grandes volumenes de suelo y tienden a
tener una conductividad hidraulica mayor,
aumentando de este modo la eficiencia en
el transporte de nutriente."®

El sistema radical es la parte de la planta
que responde a la mayoria de los estreses
ambientales a los que ésta se encuentra
expuesta. Este sistema estd comprendido
de érdenes o clases de raices que difieren
genética en el desarrollo y funcionalmen-
te. El estudiar los 6rdenes radicales en el
chile habanero nos permitira tener en
cuenta la contribucién de cada uno a una
respuesta particular.

La estructura de raiz pivotante es fuerte-
mente dependiente del genotipo, mien-
tras que las laterales, las cuales se encuen-
tran involucradas en la adquisicion de
nutrientes, son mas sensibles a las condi-
ciones ambientales.*® Ademas, diferentes
tipos de raices tienen diferentes niveles de
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tolerancia. Chile habanero produce una
gran cantidad de raices de tercer orden,
las cuales se han reportado como mas
tolerantes a metales pesados y a estrés
salino,'*® ademas de incrementar la capa-
cidad de la planta para la toma de nitrato
y agua.?2'2?

Los resultados presentados aqui muestran
que las plantas de chile habanero experimen-
tan cambios significativos en el crecimiento
durante los primeros estadios después del
trasplante. Estos cambios pueden ser agru-
pados en tres etapas mayores:

A. 0-7 DDT: lento crecimiento en ambas
partes, aérea y radical, probablemente de-
bido al estrés ocasionado por el trasplante.
El crecimiento radical no es rapido, pero
es mayor que el de la parte aérea, indica-
do por una reduccién en la relacién de los
pesos secos aéreo y radical (Figura 1C) vy,
una disminucién en la tasa de crecimiento
aéreo (cm/dia) en comparacion a la tasa de
crecimiento del sistema radical (Figura 2A).

B. 7-28 DDT: un crecimiento acelerado
del sistema radical mientras que el de la
parte aérea permanece relativamente bajo,
lo cual es mostrado por la alta tasa de creci-
miento radical (cm/dia) (Figura 2A), la maxi-
ma tasa de elongacién de raices laterales
(Figura 3B) y una maxima tasa de formacion
de raices finas (Figura 4B). El crecimiento de
la parte aérea incrementa entre los 14y 28
DDT (Figuras 1Ay B, Figuras 2A y B) pero no
sobrepasa al del sistema radical. A los 28
dias la planta comienza la floracion.

C. 28-46 DDT: un crecimiento acelera-
do en términos de la altura y el peso seco
aéreo (Figuras TAy B) y de la longitud del
sistema radical (Figura 1A), mientras que
la formacion de raices secundarias dismi-
nuyé (Figura 3A) y la de raices finas incre-
mento (Figura 4). A los 46 DDT las plantas
se encontraban en una floracién activa y
se inicié la fructificacion.

Tanto la etapa A como la B son éptimas
para influir en la produccién de una gran
masa radical, a través de la aplicacion de
fertilizantes y/o reguladores del creci-
miento. La mayoria de los fotosintetatos
producidos en las hojas durante estas
etapas son consumidos por la raiz para
soportar los procesos de construccidn
en esta zona. Si se mejora el crecimiento
radical en estas etapas se podria afectar
positivamente el subsecuente desarrollo y
productividad de la planta.

El poseer un sistema radical bien desarro-
llado antes de que se inicie la formacién de
frutos es vital. En muchos cultivos la ma-
yoria de los nutrientes, particularmente el
nitrégeno, que son consumidos durante la
formacioén y el desarrollo del fruto, son ab-
sorbidos antes de que se inicie este proce-
soy son retraslocados desde las raices y las
hojas hasta el fruto. Por ejemplo, en el trigo
y el arroz el 60% y el 90% del nitrégeno en
la panicula y en el grano, respectivamente,
provienen de la removilizacién del nitro-
geno almacenado en la raiz y los brotes
antes de la antesis.”®! Andlisis como éstos
no fueron hechos para chile habanero du-
rante el proceso de formacion del fruto; sin
embargo, la tasa de crecimiento del siste-
ma radical y la formacion de raices laterales
disminuyeron cuando la planta entr6 en
una floracién intensa y el desarrollo del fru-
to (46 DDT). En otras palabras, la presencia
de un sistema radical bien establecido an-
tes de la formacion del fruto con capacidad
para una toma eficiente de nutrimentos
podria indudablemente tener un impacto
positivo sobre la produccion y el desarrollo
de la planta.
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Conclusiones

El trasplante es una etapa crucial en la
producciéon comercial de chile habanero,
particularmente bajo estrés ambiental, el
cual puede disminuir la tasa de estableci-
miento de las plantas a partir de plantulas.
La produccién de plantas vigorosas y al-
tamente productivas con esta técnica de-
pende grandemente del establecimiento
inicial de un sistema radical robusto que
pueda respaldar una tasa de crecimiento
constante. Este trabajo es la primera docu-
mentacion de los cambios en el desarrollo
del sistema radical de chile habanero du-
rante las primeras etapas después del tras-
plante. El desarrollo del sistema radical en
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Resumen

El conocimiento de los mecanismos que le permiten a la planta modular su fi-
siologia, desarrollo y crecimiento de acuerdo con la percepcién de la fuente de
nutriente en el suelo, puede tener consecuencias importantes, por ejemplo en el
disefio de nuevos cultivos con una produccién de biomasa sostenida y mejorar la
adquisicion de nutrientes en sistemas agricolas pobres en nutrimentos. Debido a
que el nitrégeno (N) es el elemento que se requiere en mayores cantidades y, por
lo tanto, el que mas limita los rendimientos agricolas, se plantea que éste, junto
con el fosforo, juega un papel central en la integracion de la respuesta de las rai-
ces a los cambios nutrimentales que se presentan en el suelo. En nuestro estudio,
el sistema radicular de chile habanero ha presentado algunas respuestas a dife-
rentes fuentes de N que son similares, aunque con sensibilidades diferenciales a
las presentadas en Arabidopsis thaliana o en cereales, pero otras han sido particu-
lares para esta especie, por lo que nosotros proponemos el chile habanero como
un modelo para elucidar los mecanismos por los cuales las raices responden a
ambientes fluctuantes de N.

Palabras clave
Aminodcidos, chile habanero, nitrato, nitrégeno, sistema radical

Introduccion
Desigual a los animales, todas las estructuras que comprenden el cuerpo de una

planta son adicionadas postembriogénicamente. Cada planta puede integrar la in-
formacion que recibe del ambiente y desencadenar una respuesta que conduzca ala

109



CENTRO DE INVESTIGACION CIENTIFICA DE YUCATAN A.C.

110

formacién de nuevas raices y brotes. Debido a su falta de movilidad, esta estrategia
de desarrollo dinamica le proporciona a la planta una clara ventaja, permitiéndole
capturar los recursos edéficos que se encuentren disponible en sus alrededores y
de los cuales es totalmente dependiente.

La disponibilidad espacial y temporal de los nutrimentos en el suelo, particular-
mente del N, es altamente heterogénea. Por ejemplo, la concentracién de nitrato
puede variar en un orden de magnitud entre centimetros de distancia o en el
curso de un dia."?? Esta situacién hace que la planta y particularmente la raiz, por
ser el érgano directamente expuesto, tengan que ser capaces de percibir estos
cambios y de responder adecuadamente a ellos.

Se sugiere que el N puede tener un papel significativo en la integracion de la res-
puesta de las raices a estos gradientes nutrimentales en el suelo. Esta sugerencia
se sustenta en el hecho de que el N es un elemento que se requiere en grandes
cantidades por las plantas, llegando a representar hasta 1.5% de la materia seca
de las mismas. Debido a estos requerimientos, el N es el elemento mineral que
mas limita la productividad de los cultivos.

La respuesta radical al N es diversa y depende de varios factores, entre los que se
encuentran: la fuente de N (inorgdnica y orgdnica), la dosis, la especie, la edad de
la planta, el estado nutricional interno de ésta, asi como el tipo de exposicién al
nutrimento (el sistema radical completo o una parte del mismo), entre otros.

El nitrato es la forma inorgdanica de N mas abundante en los suelos aerdbicos, siendo
ésta la mas utilizada por la mayoria de los cultivos de importancia agricolas. Este ele-
mento provoca cambios importantes en el desarrollo radical de las plantas; basica-
mente, estos cambios han sido descritos sobre las raices laterales, pero la raiz primaria
parece ser menos sensible a nitrato. Cuando se aplica de forma heterogénea, ocurre
una proliferacién del sistema radical en las zonas de las raices expuestas al mismo y
una inhibicién en el segmento sometido a un déficit. 6789101112

La proliferacion radical, en respuesta a nitrato, puede deberse a un mayor nimero y/o
elongacion de las raices laterales (RL), lo cual es variable dependiendo de la especie.
Por ejemplo, en cereales parecen suceder ambos fendmenos,*>7#8 mientras que en
Arabidopsis los resultados son discrepantes, reportandose en algunos experimentos
una estimulacién en la elongacion, pero no en el nimero de RL en el segmento enri-
quecido con nitrato"®'" y en otros, una estimulacion en ambos procesos.?

Por otro lado, recientemente se reportd que el aminoacido glutamato, el cual es una
fuente de N organica, también es capaz de provocar efectos drasticos y especificos
sobre el sistema radicular.*'¥ El L-glutamato inhibioé fuertemente el crecimiento de
la raiz primaria de Arabidopsis."® Este aminoacido es uno de los mas abundantes en
la materia organica en descomposicion® y aunque sus niveles en el suelo se encuen-
tran por debajo de los 10 pM, éstos se incrementan hasta alcanzar el orden de los
milimolares en los alrededores de esta materia orgdnica, pues los tejidos animales y
vegetales contienen este aminoacido en forma libre en ese orden de magnitud.'®
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Entonces, estos resultados indican que las raices de las plantas pueden diferenciar
entre diferentes fuentes de N en el suelo y responder de manera particular a cada
una. Las estrategias que poseen las raices para responder a los nutrimentos presen-
tes en el suelo cobran un extraordinario valor en aquellos suelos que son pobres en
nutrimentos, como los de los tropicos.

Particularmente, mas de 90% de los suelos de la Peninsula de Yucatan son del tipo
litosoles y rendzinas,""” los cuales se caracterizan por ser arcillosos, con una pro-
fundidad entre 0y 30 cm, con alta pedregosidad, un pH por lo general que tiende
a ser alcalino, ricos en materia organica y extremadamente pobres en N.07® A
pesar de estas caracteristicas adversas para el desarrollo, estos suelos confieren
propiedades a las especies que se cultivan en ellos, que las hacen Unicas en el
mundo, tal es el caso del chile habanero de Yucatdan, radicando su exclusividad en
caracteristicas como su sabor, aroma y especialmente su picor.

El chile habanero (Capsicum chinense Jacq.) pertenece a la familia de las Solanaceas y
ocupa el segundo lugar, después del tomate, en importancia econémica para las pro-
ductores de hortaliza del estado. La demanda actual por este chile en los mercados
nacionales e internaciones es alta y se prevé que siga en aumento. Sin embargo, los
rendimientos son bajos, ocasionado por las caracteristicas adversas de estos suelos,
entre otros factores ambientales. Por ello, el mejoramiento de la especie y el disefio de
estrategias de cultivo amigables con el medio ambiente son imperantes para incre-

mentar la productividad del chile en estos suelos.

Resultados

Respuesta de chile habanero a
tratamientos de nitrato

El estudio del desarrollo de raices en res-
puesta a factores ambientales es complejo,
debido a que este érgano crece subterra-
neamente en la mayoria de las plantas, lo
cual dificulta las evaluaciones de crecimien-
to. Ademas, el dafno mecanico producido
durante la extraccién de las raices, sumado
a la coextracciéon con microorganismos y
particulas de suelo adheridas a las mismas,
dificultan la interpretacion a nivel bioquimi-
co y molecular de los eventos especificos
que ocurren en respuesta a estos factores.
Por ello fue necesario generar modelos en
el laboratorio que simularan las condicio-
nes heterogéneas en las que las raices se
encuentran expuestas a los nutrimentos en
el suelo y que permitieran realizar las eva-

luaciones necesarias para entender estos
eventos en chile habanero.

Se adecué un modelo in vitro reportado pre-
viamente para Arabidopsis"® en el cual el ni-
trato se aplicd heterogéneamente a lo largo
delaRP (Figura 1).Las plantulas de chile haba-
nero se cultivaron en condiciones asépticas, a
partir de semillas previamente esterilizadas y
germinadas en cajas de petri estériles. Cuan-
do la RP alcanzé aproximadamente 2 cm de
longitud, las plantulas fueron transferidas a
las cajas de agar segmentadas, en las cuales
solo el segmento medio de la RP estuvo en
contacto con 1 mM de KNO, (tratamiento) o
KCl (testigo) y el resto de la raizfue sometida a
concentraciones de 0.01 mM de NH,NO,, las
cuales fueron las basales que contenia el me-
dio -Nl para el crecimiento de las plantulas."?
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Figura 1
Establecimiento de un modelo in vitro para evaluar el efecto de condiciones
heterogéneas de nitrato sobre el crecimiento radicular de chile habanero

TESTIGO

\0 aves,

TRATAMIENTO

Las semillas de chile habanero se esterilizaron y se colocaron en cajas de petri con papel de filtro
humedecido, hasta que germinaron. Para el crecimiento de las plantulas, éstas fueron colocadas
en posicion vertical en cajas de petri con el medio -NI'® hasta que la raiz primaria alcanzé
los 2 cm (aproximadamente cinco dias). Las plantulas fueron transferidas a las cajas de agar
segmentadas, donde el nutrimento fue colocado en el segmento medio de la caja, de tal manera
que el dpice radicular (aproximadamente 2 mm) estuviera en contacto con dicha concentracion. La
concentracion de nitrato fue de 0.01 mM - 1 mM - 0.01 mM para los segmentos superior - medio -
inferior, respectivamente. En el tratamiento testigo, el KNO3 en el segmento medio fue sustituido por

5 dias

KClI (ver descripcion mas detallada eny29),

En este modelo se observé que el nitrato
incrementd localmente el nimero y la lon-
gitud de las RL e inhibié la formacion de
las mismas en el segmento inferior donde
no se encuentra el nutrimento (Figura 1).
Asi mismo, y a diferencia de lo que se ha
reportado en Arabidopsis, la RP de chile
habanero fue altamente sensible al nitrato,
inhibiéndose en una ventana de tiempo
muy estrecha después de la exposicion al
mismo y a dosis tan bajas como 100 mM.
Este efecto no fue observado cuando la
plantula fue expuesta a amonio, por lo
que es probable que en este mecanismo
intervengan eventos de sefalizacion en
respuesta a nitrato como molécula sefal

y no al metabolismo del mismo. Una ob-
servacién importante ha sido el hecho que
diferentes variedades de chile habanero
presentaron una sensibilidad diferencial a
este nutrimento, siendo la inhibicién de la
RPy la proliferacion local de RL, efectos ge-
nerales y particulares dentro de la especie,
respectivamente.

Se sabe que las fitohormonas y en particu-
lar las auxinas tienen un papel importante
en la formacion de raices laterales, es por
ello que usando el modelo de cajas de agar
segmentada se han llevado a cabo estudios
para conocer como la aplicacién de fitohor-
monas modula el efecto del nitrato sobre el
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crecimiento radicular de chile habanero.™
Se aplicé acido indolacético (AIA) mas/me-
nos nitrato, al segmento medio de las cajas
segmentadas y se observo que la aplicacion
dela hormona revirtié la inhibicién que ejer-
cia el nitrato sobre la RP. A partir de estos
resultados se propone un modelo en que el
arresto del crecimiento de la RP podria ser
debido a una reduccién transitoria en los ni-
veles de auxina en el apice radicular por la
exposicion a nitrato (Figura 2 A).

Por otro lado, el efecto del nitrato sobre el
desarrollo de las RL parece ser un fenéme-
no mas complejo. Cuando se aplicé el AIA al
segmento medio, éste estimuld la formacion
y elongacion de las RL a niveles semejantes a
los que se observaron con nitrato y al aplicar
ambos compuestos de manera conjunta no

se observoé un incremento adicional en estos
pardmetros.' Estos resultados sugieren que
el nitrato podria inducir una acumulacién de
auxina localmente en las células formadoras
de RL del periciclo, estimulandose la forma-
cion de los primordios de las RL (Figura 2 B).
Sin embargo, si esto ocurriera, debe de existir
una concentracién umbral de la auxina para
desencadenar el proceso en chile habanero
que al sobrepasarse no se logra obtener una
mayor induccién en la formacién de RL, lo
cual explica por qué el nitrato no indujo un
efecto mayor cuando se aplicé en conjun-
to con la auxina. No obstante, no se puede
descartar que el nitrato pueda inducir la
proliferacion radicular en chile habanero por
una ruta diferente a la controlada por auxina
(Figura 2 B).

Figura 2
Modelos propuestos para explicar el efecto de condiciones heterogéneas
de nitrato sobre el sistema radicular de chile habanero

Crecimientode la raiz primaria
(RP)

' Crecimiento
RP

Formacién y elongacion de raices
Laterales (RL)

A) Efecto inhibitorio sobre el crecimiento de la raiz primaria (RP). B) Efecto estimulatorio
localizado sobre la formacion y elongacion de las raices laterales (RL). El modelo se
describe en el texto. La imagen en A es una fotografia tomada al microscopio dptico
de un corte longitudinal del dpice radicular de chile habanero. La imagen en B es una
fotografia tomada al microscopio 6ptico de la zona de diferenciacion de la raiz primaria
de chile habanero sometida a un proceso de clareado, donde se observa la formacién

de un primordio de RL.
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También, se han conducido experimentos
en condiciones de hidroponia (Figura 3A)
para estudiar la susceptibilidad de diferentes
especies de chile habanero a tratamientos
de déficit de N. Se ha observado una alta va-
riabilidad dentro de la especie, encontrando
variedades que presentaron un mayor desa-
rrollo del sistema radical ante estas condicio-
nes y que fueron menos susceptibles a pe-
riodos de déficit de este nutrimento (Figura
3B). Actualmente, se evalla la capacidad de
almacenamiento y removilizacién de N de

estas variedades con el objetivo de conocer
los mecanismos involucrados en un uso mas
eficiente de este elemento.

Esta variabilidad también se ha hecho pre-
sente cuando aplicamos el nutrimento de
forma heterogénea.’® Se ha comprobado
que algunos mecanismos bioquimicos,
como la regulaciéon postraduccional de
proteinas por fosforilacién, pueden mediar
en la respuesta de la raiz de chile habanero
a nitrato.??

Figura 3
Comportamiento de diferentes variedades de chile habanero
ante un déficit de nitrégeno

A). Condiciones de crecimiento en hidroponia. Plantulas de 30 a 45 dias de germinadas creciendo en
condiciones de hidroponia son sometidas a tratamientos de ausencia de nitrégeno durante diferentes dias.
B) Se muestran imdagenes representativas de tres plantulas que pertenecen a variedades de chile habanero
diferentes, las cuales fueron sometidas a un déficit de nitrégeno por seis dias. Nétese las diferencias en el
crecimiento del sistema radicular ante esta condicién de estrés.

Respuesta del sistema radicular de
chile habanero a los aminoacidos,
una fuente organica de N

Las condiciones de suelo y de cultivo de
chile habanero en Yucatan aseguran que su
sistema radicular esta expuesto a una alta
concentracién de materia organica, donde
los aminodcidos representan la mayor frac-

cion del N organico de bajo peso molecular
disuelto en el suelo."® Ademas de evaluar
el efecto de la exposicion de las raices a los
aminoacidos colocados en el medio, en el
laboratorio se estan desarrollando experi-
mentos pioneros en los cuales se evaluan si
los aminoécidos podrian ejercer un efecto
quimioatrayente sobre las raices de chile
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habanero. Este efecto se ha estudiado so-
bre la RP y sobre las RL, disefando modelos
in vitro para cada caso (Figura 4).

Para la RP se utilizaron plantulas cuya raiz
media aproximadamente 2 cm y el apice
radicular fue expuesto a un parche aisla-
do que contenia el aminoacido a evaluar,
el cual estd separado de ésta aproxima-
damente 3 mm. Debido a que el parche
(bloque de agar) se coloca encima de una

tira de acetato, el aminoacido no se difun-
de en el medio (Figura 4 A y B). Para las
RL, las plantulas de aproximadamente 30
dias después de germinadas se colocan
sobre un bloque de agar central, rodeado
por dos bloques, donde solo uno de ellos
contiene el aminodcido a ensayar (Figura
4 Cy D). Ambos modelos se desarrollan en
condiciones asépticas y se evalua la redi-
reccidn del crecimiento de estas raices en
respuesta al estimulo.

Figura 4
Modelos disefiados para estudiar el efecto quimiotrépico
de los aminoacidos sobre las raices de chile habanero

|
|

Aminodcidos

+
@
2
3
=
g
o
=]

A) y B) Efecto quimiotrépico de los aminoécidos sobre la raiz primaria. C) y D) Efecto quimiotrépico de
los aminoacidos sobre las raices laterales. Las imagenes en A) y C) son los esquemas de los modelos
propuestos, mientras que las de B) y D) son plantulas de chile habanero expuestas a estas condiciones.

Los modelos se describen en el texto.
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Los resultados que se han obtenido a partir
de estos estudios indican que las raices de
chile habanero pueden percibir algunos
aminoacidos, redirigiendo su crecimiento
hacia esta fuente de N organica. Esta res-
puesta parece estar mediada por eventos
de sefalizaciéon que podrian involucrar re-
ceptores de aminodcidos, particularmente
los de glutamato.?2?

También se han observado cambios impor-
tantes en la morfologia y anatomia de la
raiz cuando es expuesta a los aminoacidos,

Discusion

Como organismos sésiles, las plantas han
desarrollado mecanismos sofisticados que
le permiten modificar su fenotipo en res-
puesta a cambios ambientales en las cuales
ellas se desarrollan. La raiz es una de las es-
tructuras que presenta mayor plasticidad y
esta respuesta es de vital importancia para
la vida de la planta, en particular cuando se
cultiva en suelos con muy poca concentra-
cién de nutrimentos.

Se ha observado que existen algunos nu-
trientes que pueden actuar como sefiales
que atraen a las raices hacia los parches
ricos en nutrimentos; sin embargo, no to-
dos los nutrimentos presentan esta funcion
ni todas las especies vegetales responden
de igual manera a ello. También, los me-
canismos responsables de estos cambios
son enormemente desconocidos. Tener
informacién de coémo ocurren estos me-
canismos en una especie de importancia
econdmica, que ademas crece en suelos
pobres en nutrimentos y altamente pe-
dregosos, resulta de un enorme interés y
permitird brindar mayor informacién de la
posible conservacion y/o especificidad de
estos mecanismos en las plantas superio-
res. Nuestro modelo de estudio, Capsicum

siendo estas modificaciones especificas para
determinados aminodcidos. Estos cambios
pueden repercutir en los procesos de absor-
cion de nutrientes y agua a partir del suelo.
Actualmente, se estan estudiando cuales son
los mecanismos que participan en dichas
respuestas, que de manera significativamen-
te se dan diferente en chile habanero, com-
parandolo con las plantas modelos.

chinense Jacq., presenta respuestas nove-
dosas a la presencia exdgena de N a nivel
de crecimiento radical.

La RP de chile habanero es altamente sen-
sible a la concentracién exégena de nitrato.
Tal efecto no ha sido reportado para otras
especies vegetales. Particularmente, en Ara-
bidopsis, algunos autores han observado
una inhibicién al aplicar altas concentracio-
nes de este nutrimento (50 mM) de manera
homogénea;*” mientras que otros no han
logrado observar este efecto en esta misma
especie.”

Al exponer la raiz de chile habanero a condi-
ciones heterogénas de nitrato, tanto el niime-
ro como la elongacién de las RL se estimula,
tal como se ha descrito para cereales’® y en
algunos casos para Arabidopsis"? aunque en
otro trabajo solo se reporta una estimulacién
en la elongacién y no en el nimero de las RL
para esta especie.'?

El papel de las fitohormonas, principal-
mente auxinas'® y citocininas,?® asi como
de otros componentes tales como los
transportadores de nitrato,*>?” factores
de transcripcién®® y proteinas cinasas®“’
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en la respuesta radicular a nitrato ha sido
descrito en otras especies, particularmente
en la planta modelo Arabidopsis. Sin em-
bargo, chile habanero presenta respuestas
particulares, resultando un modelo para
estudiar los mecanismos involucrados en
esta respuesta.

Hasta el momento se tienen avances im-
portantes en la caracterizacién molecular
de dicha respuesta, donde se ha detecta-
do que el nitrato induce la expresion espe-
cifica de determinados genes en el 4pice
radicular de chile habanero,?? los cuales
se encuentran actualmente en fase de
caracterizacion para conocer su funcion
en este proceso. También, se ha aislado y
caracterizado parcialmente un ADNc que
tiene similitud con un transportador de
nitrato de alta afinidad de otras especies.
Esta secuencia es la primera que se repor-
ta para el género Capsicum y seria intere-
sante conocer si este transportador pudie-
ra funcionar como un transceptor en chile
habanero, tal como se ha propuesto para
este tipo de proteinas en Arapidopsis.*®

Por otro lado, se ha reconocido por mucho
tiempo que los aminoacidos, particular-
mente el glutamato, pueden ser moléculas
senales importantes en los animales, y el
descubrimiento de que receptores de estos
compuestos parecidos a los de mamiferos
también estan presentes en el genoma de
las plantas®® abre la posibilidad de que es-
tos compuestos tengan una funcién similar
a su contraparte de animales.

La concentracion de los aminodcidos en el
suelo pueden alcanzar los niveles milimola-
res en los alrededores de la materia orgénica,
por lo que éstos pudieran estar sefializando
para las raices parches ricos en nutrimentos.
A pesar de esta posible importancia y de lo
que ellos pudieran estar aportando para la
nutricién vegetal, existen escasos estudios
de interacciones regulatorias entre los ami-
noacidos y el desarrollo de raices.>'¥

La raiz de chile habanero presenté una res-
puesta quimiotropica positiva novedosa,
no reportada anteriormente para plantas,
hacia parches ricos en determinados ami-
noacidos. También, se observaron cam-
bios morfoldgicos importantes en el dpice
radicular, los cuales pudieran contribuir a
que las raices aumentaran el proceso de
absorcién de agua y nutrimentos. De esta
manera, pudieran ser mas eficientes en la
captura de éstos, en condiciones limitan-
tes de los mismos.

Es necesario sefalar que la raiz de chile ha-
banero respondié diferencialmente a nitrato,
que a los aminodcidos. Esto significa que ella
fue capaz de diferenciar entre ambas fuentes
de N. El significado ecolégico de este com-
portamiento aln no esta esclarecido, pero
podria estar relacionado con la distincién
entre la poza de nitrato que es transiente en
el sueloy la naturaleza de mayor duracién de
una fuente organica de N (como una hoja en
el suelo, cadaver de animales, etcétera).
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Conclusiones

El sistema radicular de chile habanero
puede percibir y responder a la presencia
exdgena de N. Esta respuesta depende de
la fuente de N, la concentracién y la for-
ma en la que se aplica la misma, asi como
la variedad. Se detectaron cambios en el
sistema radicular de chile en respuesta a
N, los cuales no han sido reportados para
otras especies. Por esta razén chile haba-
nero puede ser un modelo para estudiar
los mecanismos que poseen las plantas
para responder a ambientes fluctuantes
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Resumen

El potasio (K*) es esencial para el crecimiento de las plantas y para la produccién
de los cultivos. Los sistemas de transporte de K* incluyen canales de K*, diversos
tipos de canales catidnicos no selectivos, permeables a K* y transportadores de las
familias KUP/HAK/KT, TRK/HKT y K*/H*. Los transportadores KUP/HAK/KT juegan un
papel importante y fundamental en la homeostasis de K* en las células vegetales.
Para comprobar esto se evalu6 la absorcién total de K* de las raices de las plantas de
chile habanero sometidas a déficit de K*. Como resultado de esta investigacion se
observé que plantas en ausencia de K* por 72,96 y 120 h y posteriormente resuple-
mentadas en un medio que contiene K* a bajas concentraciones, logran disminuir
la cantidad de potasio en el medio a diferentes velocidades. Plantas en ausencia de
K* por 72 h y resuplementadas con K* y bloqueadores de canales de K* (CsCl y TEA)
absorben menos K* que aquellas que no fueron expuestas a los bloqueadores.

Palabras clave
Potasio, transporte de alta afinidad, canales, cesio

Introduccion

El potasio (K*) es el segundo nutriente mineral mas abundante en las plantas; es
esencial para el crecimiento de éstas y en consecuencia para la produccién de los
cultivos. Aunque las concentraciones de K* en la solucién del suelo no son muy
elevadas (entre 0.1 a 6 mM, dependiendo del tipo de suelo), las plantas son capaces
de acumular grandes cantidades, generalmente entre 2 y 10% del peso seco de la
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planta.”” Dentro de la planta, el ion potasio (K*) desempefia funciones cruciales en
la elongacién celular, movimiento de las hojas, tropismo, homeostasis metabdlica,
germinacién, osmorregulacion, apertura y cierre de los estomas y esta relacionado
en numerosos procesos bioquimicos. El K+ esta presente en todos los compartimen-
tos de las células vegetales y se presenta en dos grandes pozas, la vacuola y el cito-
sol. La funcién del K* en la activacién enzimatica y biosintesis de proteinas se basa
en la concentracién alta y estable dentro del citoplasma. Por lo tanto, la homeosta-
sis de K* citoplasmico es esencial para los procesos metabdlicos por lo que hay un
control estricto de la concentracion citopldasmica de K que es aproximadamente
de 100 mM.?® Dos de los principales mecanismos de control estan implicados en
el mantenimiento de la homeostasis: el control del flujo de K* a través de la mem-
brana plasmatica y la movilizacion de las reservas de K* vacuolar.”’ Para entender
como las necesidades de K* son sufragadas por las plantas y la forma de mantener
la homeostasis de éste dentro de la planta es necesario entender plenamente la
absorcion del K™ en la planta y su transporte interno.

A lo largo de millones de afos, las plantas han desarrollado una sofisticada red de
sistemas de transporte para K*. Estos incluyen los canales de K* tipo Shaker; diver-
sos tipos de canales catidnicos no selectivos permeables a K*, transportadores de
las familias KUP/HAK/KT, HKT y K*/H*, y otros transportadores menos estudiados
como los KEAy los transportadores CHX.® Junto con los canales de K* tipo “Shaker”,
los transportadores KUP/HAK/KT juegan un papel importante y fundamental en la
homeostasis de K* en las células vegetales, incluyendo una funcién en la absorcion
tanto de alta como de baja afinidad de K*.© Existen evidencias que indican que
estos transportadores se encuentran en toda la planta” y con una funcién tanto en
la membrana plasmatica como en el tonoplasto.® La evidencia experimental para
proponer funciones de transporte de K* de muchos de los transportadores KUP/
HAK/KT estd aun bajo investigacion. Existen muy pocos reportes de que genes de
Arabidopsis que codifican canales y transportadores de K* sean regulados directa-
mente por la concentracion de K* externo, a pesar de que muchos de estos genes
han demostrado que son inducidos o reprimidos por estrés y hormonas.® Se sabe
muy poco sobre la forma en que se regulan y coordinan los sistemas de transporte
y el suministro disponible de K* en las plantas. Se sabe que la deficiencia de K*
resulta de cambios cuantitativos, como cualitativos en los mecanismos de absor-
cién de K*.19 Esta activacion ha sido tradicionalmente asociada con la induccién de
la expresidon de transportadores de alta afinidad, tradicionalmente considerados
como los principales mecanismos de adaptacion a la inanicion de potasio.™”

A partir del conocimiento de los efectos de ausencia y resuplementacion de K+
sobre la absorcién de éste en la planta y el estudio de los niveles de expresién de
los transcritos pertenecientes a uno de los principales transportadores relaciona-
dos con la absorcién de potasio de alta afinidad se podria conocer mas acerca del
funcionamiento de uno de los sistemas de transporte menos entendido; la finali-
dad del presente estudio fue determinar la absorciéon de potasio en condiciones
de ausencia y resuplementacién de K+ en plantas de chile habanero (C. chinense) e
identificar los niveles de expresién de un gene que codifica para un transportador
de tipo HAK en raices de chile habanero.
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Resultados y discusion

Absorcion de K* en plantas de chile habanero (C. chinense Jacq.)

En el analisis del efecto en la absorcién de
K+ a 50 uM de KCl se observé una dismi-
nucién de éste en el medio, indicando la
absorcién de este ion por las raices de las
plantas, la cual fue dependiente del tiempo
de ausencia al que estuvieron sometidas.

Las plantas que estuvieron en ausencia
de K* por 72 h fueron las que presentaron
mayor absorcién de K*, mientras que las
que estuvieron en ausencia por 96 h pre-
sentaron una absorcién muy baja, la cual
no presenté diferencia significativa con
respecto de las plantas que nunca estuvie-
ron en ausencia de K* (Figura 1A).

La absorcion neta de K*, calculada como la
diferencia entre la absorcién total (umoles
de K* que disminuyeron en el medio) y el
total liberado (umoles de K* que aumen-
taron en el medio) fue aproximadamente
cinco veces mayor en las plantas sometidas
a 72 h de ausencia de K*, comparadas con
las plantas testigo (creciendo siempre en
presencia del nutrimento), cuando ambas
fueron colocadas en 50 uM de K* (Cuadro
1). Sin embargo, no hubo absorcién neta
de este ion en aquellas plantas que estu-
vieron sometidas a ausencia de K* durante
96 h (Cuadro 1).

Independientemente del periodo de défi-
cit de K* a la cual estuvieron sometidas las
plantas, la absorcion total de K* bajo estas
condiciones tuvo valores de entre 5y 8
pmoles aproximadamente, no observan-
dose diferencias importantes entre los dis-
tintos tratamientos (Cuadro 1). Dado que la
absorcion neta tanto en las plantas someti-
das al tratamiento de 96 h como en los tes-
tigos fueron de un valor mucho menor que
la absorcidn total, se puede decir que hubo
una liberacion de K*al medio bajo estas dos
condiciones. Este comportamiento no fue

observado para las plantas que estuvieron
en ausencia de K* por 72 h (Cuadro 1).

Figura 1
Efecto de la ausencia de K*
en la toma de alta afinidad de K*
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Las plantas crecieron en soluciéon H1/5 (1.4 mM de
K*) por 45 dias, después fueron transferidas a una
solucién libre de K* por 0 h (circulos negros), 72 h
(circulos blancos), 96 h (triangulos negros) y 120 h
(tridngulos blancos). Después de cada tiempo, se
adiciond al medio en el cual se encontraban las
plantas: 50 pM (A), 100 uM (B) y 200 pM (C) de K*
utilizando como fuente KCI. Las muestras de la solu-
cién externa fueron tomadas a diferentes tiempos
y se determind la cantidad de K*. Cada uno de los
datos representa la media + la desviacién estandar
de tres experimentos independientes, n=3.
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Maathuis y Sanders"? sefialan que en varias
especies es posible observar la absorcion
de K* a concentraciones menores a 1 uM,
mientras que Sheahan et al."® indican que
en algunas especies la absorcién de K* se
observa a concentraciones de 50 a 100 mM.
Borges et al." indican que las demandas
del chile habanero para la absorcién de K*
son superiores a 89 uM de K* en la solucién
en contacto con la superficie radicular. Tam-
bién indican que las concentraciones de K*
para impedir la liberacion de K* endégeno
de la planta a la solucién externa deben de
ser superiores a dicha concentracion. En
este estudio observamos absorciéon de K* a

una concentracion de 50 uM de KCl sin li-
berar el ion al medio, particularmente en el
tratamiento de 72 h de ausencia de K*. Esto
contradice a lo reportado por Borges et al."
Una explicacion de lo anterior podria estar
dada por un estudio realizado por Marti-
nez-Cordero et al." en el cual reportan que
en plantas de Capsicum annuum expuestas
a un déficit de K* de 2 a 8 h y re-suplemen-
tadas con 50 uM de K* no se observa ab-
sorcion de K*, en tanto que en plantas que
estuvieron en ausencia de K* por mas de 1
dia si puede observarse una absorcién del
ion con una tendencia de a mayor tiempo
de inaniciéon mayor cantidad de absorcion.

Cuadro 1
Absorcion total y absorcion neta de K*
en plantas de chile habanero

ABSORCION DE POTASIO
[KCI] pM

Tratamiento

5
Absorcion Absorcion
Total Neta

6.01 +£0.53

8.36+0.73
5.08 +1.19

7.22 +0.21
0.64 +2.01

22.19+1.89
2270+ 257 20.99+0.73
20.13+0.53 20.04 £0.51

Las plantas crecieron en solucion H1/5 (1.4 mM de K*) por 45 dias y después fueron transferidas a una solucion libre
de K* por 0, 72,96 y 120 h. En el tiempo cero se adiciond al medio en el cual se encontraban las plantas 50, 100 y
200 puM de K* utilizando KCl como fuente de potasio, el K* fue medido como se describe en “Materiales y Métodos".

0
Absorcion Absorcion Absorcion Absorcion
Total Neta Total Neta
1.54+0.22 22.61+8.76

14.01 +£6.72 14.67+4.01 11.33+0.74

19.70+3.86 20.04+1.00 13.89+0.49
11.22+1.83 257%1.16
17.64+293 599+227

El contenido de potasio se expresé en umoles. Se presenté el valor promedio de tres réplicas + DE.

Cuando las plantulas expuestas a los dife-
rentes tratamientos fueron colocadas en
presencia de 100 umoles de K* se observé
una reduccién importante de K* en el me-
dio, indicando la toma del mismo por las
raices de las plantas (Figura 1B). Existié una
tendencia a una mayor toma de K* en las
plantas sometidas a ausencia de K*, a par-
tir de los 90 min de exposicién a K* (Figura
1B). En el Cuadro 1 se observa que la toma

neta de K* por las raices de estas plantas so-
metidas a los tratamientos de ausencia de
K* fue de 20 umoles, mientras que en las
plantas testigo fue de 14 umoles, aunque
no tuvieron muchas diferencias. También
es de destacar que bajo estas condiciones
(100 uM de K*) no se observé una salida
significativa de K* al medio, ya que la ab-
sorcioén neta fue similar a la absorcion to-
tal en todos los tratamientos (Cuadro1). La
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absorcién de K* por las plantas a esta con-
centracion fue mayor comparandola con la
absorcién dada por plantas expuestas a 50
MM de KCI (Figura 1A). Esto concuerda con
lo reportado por Martinez-Cordero et al.,™
en donde las plantas de Capsicum annuum
expuestas a 100 uM de KCl presentaron
una mayor absorcién comparada con las
expuestas a 50 uM de KCl.

Por otro lado, las plantas sometidas a au-
sencia de K* por 72 h fueron las que pre-
sentaron mayor absorcién de este ion al ser
transferidas a un medio con 200 uM de K*
(Figura 1Q). Al determinar la absorcién neta
se observé que en efecto ésta fue supe-
rior en el tratamiento de ausencia durante
72 h (cuyo valor fue 13.89 + 0.49 pmoles),
presentando una diferencia significativa si
se compara con las plantas testigo, en las
cuales la absorcion neta fue de 11.33 £ 0.74
pmoles (Cuadro 1). Es de destacar que en
los tratamientos de 96 y 120 h la absorcion
neta se redujo significativamente, com-
parada con lo observado en las plantas
testigo; y este valor fue mucho menor a la
absorcién total presentada en cada condi-

Cién, lo cual indica que hubo una salida de
K* hacia el medio (Cuadro1). En general, la
absorcion de K* a esta concentracién dis-
minuye si la comparamos con el estudio
realizado a 100 uM de KCl y esto puede de-
berse a que la concentracién de K* externo
puede producir cambios que afecten la ac-
tividad del sistema de absorcion de K+ de
alta afinidad.

A partir de los resultados obtenidos se de-
cidié utilizar el tratamiento de 72 h de au-
sencia a K* y nuevamente adicionar 50 y
100 uM del mismo, para estudiar el efecto
del NH,"y de los bloqueadores de canales,
sobre la toma de K*. Esta solucidn se hizo
tomando como criterio la absorcién neta
que presento el tratamiento de 72 h -K*/ +
50 uM de KCl, la cual fue significativamente
mayor con respecto del tratamiento testigo
y ademads fue el Unico tratamiento en este
caso que no presento un eflujo de K*. Por el
otro lado, el tratamiento de 72 h -K*/ + 100
MM de KCI tampoco provocé un eflujo de
K* al medio, y bajo estas condiciones (100
uM) la absorcién neta de K* fue superior a
los demas tratamientos (50 y 200 uM).

Efecto del NH A sobre la absorcion de K*

Cuando las plantas de chile habanero ex-
puestas al tratamiento de 72 h -K* fueron
colocadas en un medio que contenia 50
UM de KCl, en presencia NH,NO,, éstas re-
dujeron significativamente la toma de K*
(Figura 2A). Las plantas expuestas a la con-
centracion mas baja de NH,NO, (250 uM)
presentaron una reduccién en el contenido
de K* en el medio durante los primeros 30
min de tratamiento, indicando una toma
del ion a este intervalo de tiempo (Figura
2.2A). Sin embargo, a partir de este tiempo
y hasta las tres horas se observé un ligero
incremento de los valores de K* en el me-
dio, indicando un eflujo del mismo desde

la raiz al medio. A partir de las 3 horas se
observd una tendencia a la disminucién
del K* en el medio. A la dosis de 500 uM de
NH,NO,, el comportamiento observado fue
similar al de 250 pM, en los primeros tiem-
pos existid una tendencia a aumentar la
cantidad de K* en el medio (indicando eflu-
jo de K*), mientras que a tiempos mayores
la tendencia es a disminuir o a mantenerse
constante, indicando un influjo pequeno
(Figura 2A). Cuando la dosis de NH,* se in-
crementd a T mM, se obtuvo un aumento
de K* en el medio durante las 5 h del expe-
rimento, indicando un eflujo de K*.
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Figura 2
Efecto del NH,* en la toma
de alta afinidad de K*
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Las plantas crecieron en solucién H1/5 (1.4 mM de K¥)
por 45 dias, después se transfirieron a una solucién
H1/5 libre de K*y libre de nitrégeno y fueron resuple-
mentadas con 50 pM (A) y 100 uM (B) de KCl mas 250
UM (circulos blancos), 500 uM (tridngulos negros) y 1
mM (tridngulos blancos) de N utilizando como fuente
50% de NO,"y 50% de NH,*. Las muestras de la solu-
cion externa fueron tomadas a diferentes tiempos y
se determind la cantidad de K*. Cada uno de los datos
representa la media * la desviacion estandar de tres
experimentos independientes, n= 3.

El Cuadro 2 muestra una reduccién en la
absorcion total de K* en aquellas plantas
expuestas a 50 UM de KCl en presencia de
NH,* comparadas con las plantas testigos.
Esta reduccion fue dependiente de la dosis
de NH,* utilizada. En cuanto a la absorcion
neta, ésta se redujo en mas de 60% en aque-
llas plantas expuestas a 250 uM de NH,*,
comparada con las plantas testigo; mien-
tras que dosis mayores de NH,* inhibieron
en 100% la absorcién neta, favoreciendo
significativamente el eflujo de K* desde las
raices (Cuadro 2).

Cuando el tratamiento fue: 72 h -K*/ + 100
UM de KCl, en presencia de NH,*, el efecto
fue significativo. Se observé una inhibi-
cion en la toma de K*, comparada con la
toma de las plantas testigos (Figura 2B) y
una tendencia al eflujo de K* al medio, en
el periodo final de la evaluacion, la cual fue
mayor a 250 y 500 uM de NH,*. También
se observé una reduccion significativa en
la absorcion total de K* durante las cinco
horas en aquellas plantas expuestas a 100
UM de K* en presencia de NH,*, esta reduc-
cién se dio para las dosis de 250 y 1000 uM
(Cuadro 2). Bajo estas condiciones no se
obtuvo una absorcién neta de K*, sino por
el contrario se pudo observar un eflujo sig-
nificativo del mismo hacia el medio.

Graficando la absorcién total vs Concentra-
cion de NH,* se pudo constatar que en el
tratamiento de 50 pM las plantas redujeron
su absorcion total de una manera comple-
tamente dependiente de la dosis (Figura 3),
donde aproximadamente a una dosis de
NH,* de 340 uM se obtuvo 50% de inhibi-
cion. Sin embargo, en el tratamiento de 100
UM se observé un comportamiento diferen-
te al del tratamiento de 50 uM, en este caso
se obtuvo una reduccién mas significativa
(mas de 60% de inhibicién) en la absorcion
total en las plantas expuestas a 250 uM de
NH,*, mientras que entre 250 uM y 500 uM
no se obtiene un incremento mayor en la in-
hibicion, indicando posiblemente la existen-
cia de otros posibles sistemas de transporte
que no son sensibles a NH,*. Sin embargo,
a dosis mayores de NH,* (1 mM) se inhibe
totalmente la absorcién total en estas plan-
tas (Figura 3). Es necesario destacar que en
el tratamiento de 50 uM no se obtuvo una
reduccion total en la absorcién de este ion
(Figura 3).

Existen muchos estudios en los cuales re-
portan que la entrada de K* mediada por
los sistemas de transporte de alta afinidad
es reducida severamente por el NH,*.¢%
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Cuadro 2
Absorcion total y absorcion neta de K* en plantas de chile habanero
en presencia de NH NO_, CsCly TEA durante cinco horas

ABSORCION DE POTASIO
[KCI puM

Tratamiento 50
Absorcion Total | Absorcion Neta | Absorcion Total | Absorcion Neta

836+0.73 7.22+0.21 22.19+1.89 19.70 +3.86
6.07 £1.92 2.69+2.07 769+ 1.57 -5.43 +£0.01
2.14+045 -0.04+0.70 12.39+348 -0.91 +£0.81
0.94+0.59 -4.29 +0.47 0.28 +0.15 -0.03 +£0.02

221+£1.73 -16.19+2.39 8.35+5.90 -5.52+3.89
444+0.70 -6.42 +0.47 21.36+£0.25 9.72+2.11

Las plantas crecieron en solucién H1/5 (1.4 mM de K*) por 45 dias y después fueron transferidas a
una solucion libre de K* por 72 h. En el tiempo cero se adiciond al medio en el cual se encontraban
las plantas 50 y 100 uM de K* utilizando KCl como fuente de K* mas los componentes a estudiar. El
K* fue medido como se describe en “Materiales y Métodos”. El contenido de potasio se expreso en
pumoles. Se presenta el valor promedio de tres replicas + DE.

El mecanismo por el cual el NH,* inhibe la Figura 3
entrada de K* en los sistemas de transpor- Curva dosis-respuesta del efecto de
te de alta afinidad no esta firmemente es- NH,* sobre la absorcién total de K*

tablecido, éste podria ser el resultado de
una competencia directa entre el NH,* y el
K* por el transportador.©®

—+— 100 mM de KCI
-~ 50 mM de KCI

La respuesta de las plantas en el trata-
miento a 100 uM de KCl podria ser expli-
cada por los resultados obtenidos en estu-
dios previos, el primero fue realizado por
Buschmann et al.,*® en el cual reportaron
un aumento en los transcritos de AKTT al
eliminar el K* a plantas de trigo, lo que su-
giere que los canales de K* en trigo pue-
den desempefar un papel importante en 00 02 04 05 o8 10
la busqueda de K*. Otros estudios de ana- [NHNO:| mM

lisis de tipo electrofisiolégico muestran
que la insensibilidad de NH,* es especifica
para canales de K* tipo Shaker”229 y por  demostrar la capacidad de AKT1 de me-
ultimo, el que reporta que la susceptibili-  diar el transporte de K* en un nivel de alta
dad diferencial del NH,* en los sistemas de  afinidad, esto después de la inhibicion de
transporte de alta y baja afinidad puede los sistemas de transporte de alta afinidad

Absorcion total (% respecto al control)
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por NH,* en A. thaliana, también indican
que al utilizar una mutante akt7 ésta crece
muy poco a bajas concentraciones exter-
nas de K, mientras que las plantas de tipo

Absorcion de K* en presencia

silvestre son menos afectadas, indicando
que el AKT1 podria buscar K™ a concentra-
ciones que se encuentran en el campo de
alta afinidad.(72%

de bloqueadores de canales de K* (CsCl y TEA)

Con el objetivo de profundizar en el estu-
dio de los mecanismos de toma de K* de
alta afinidad en raices de chile habanero se
decidié utilizar dos compuestos, el CsCl y
el TEA, los cuales se han usado frecuente-
mente como bloqueadores de canales de
K* en células animales y también algunos
trabajos reportan su uso para plantas.?”

Cuando las plantas que se encontraban en
ausencia de K* durante 72 h fueron transfe-
ridas a un medio en presencia de 50 uM de
K*y CsCl se observé una mayor tomadeK*a
los primeros 30 min, comparadas con la de
las plantas testigo. Sin embargo, a partir de
este momento aumenté el contenido de K*
en el medio indicando la salida de este ion
de laraiz. Esta liberacion fue maxima al final
de las 5 h de evaluacion. Cuando se realizé
el clculo de la absorcién total de K* por las
raices en este periodo de tiempo se obtuvo
una inhibicion de mas de 70%, no existien-
do una absorcién neta y presentandose un
elevado eflujo de K* al medio (Cuadro 2).

Estos resultados indican que las plantas tra-
tadas con CsCl en un principio absorben K*
pero después de un tiempo (150 min) co-
mienzan a liberarlo e incluso liberan el K*
enddgeno que tenian antes de ser tratadas,
esto concuerda con un estudio realizado
por Hong-Yan et al.*” en el cual reportan
que al tratar por 3 horas con 30 mM de CsCl
mas 0.25 mM de K* a raices de arroz el con-
tenido de K* disminuye en el tejido de 5.41 x
10* mol-g*' de PSa 4.99 x 10* mol-g™” de PS.
Al analizar la absorcién de K* a las mismas
condiciones pero en un medio a 100 uM

de KCl, las plantas en presencia de CsCl en
un principio liberaron K*y posteriormente
se mantuvieron a cantidades similares de
absorcion, la absorcién total en las plantas
tratadas se inhibié en 62% (8.35 + 5.90 po-
les de K*), con respecto del control (22.19
+ 1.89) y la absorcion neta fue negativa,
liberando al medio 5.52 + 3.89 umoles de
K* (Cuadro 2). La liberacién de K* efectua-
da por las plantas a esta concentracion de
K* fue menor si la comparamos con la li-
berada en el tratamiento de 50 uM de KCl.

Al analizar la absorcién de K* a las mismas
condiciones pero en un medio a 100 uM de
KCl, las plantas en presencia de 20 mM de
TEA presentaron una liberacion de K* en los
primeros 30 min y posteriormente presen-
taron una absorcion que fue aumentando
con respecto del tiempo; esto sucedié has-
ta el minuto 150 en el cual la absorcion se
mantuvo en las mismas cantidades hasta
llegar al minuto 300 (Figura 4B). Las plantas
tratadas con TEA tuvieron una inhibicién en
la absorcidn total de 4% (21.36 + 0.25) con
respecto del control (22.19 + 1.89); la absor-
cion neta de las plantas tratadas fue de 9.72
+ 2.11, 51% menor que las plantas control
(19.70 + 3.86) (Figura 4B y Cuadro 2).

Es poco lo que podemos discutir en cuanto
a estudios con plantas completas utilizando
el bloqueador TEA. Ketchum y Poole® men-
cionaron que el TEA al parecer es un blo-
queador totalmente ineficaz en las células
de las plantas en general, esta vision no ha
cambiado mucho en los Ultimos afos, como
ejemplo Hong-Yan et al.?” en un estudio rea-
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lizado en arroz reportan que no encontraron
alguna diferencia significativa en la absor-
cion de K+ en plantas expuestas a 0.25 mM
de K* mas 30 mM de TEA, sin embargo, exis-
ten estudios electrofisiolégicos en células
vegetales en los cuales reportan que existe
una inhibicién en la absorcién de K* cuando
estas se encuentran en presencia de TEA.®

Nuestros resultados no coinciden con Ket-
chum y Poole® y con Hong-Yan et al.,*”
ya que en chile habanero si observamos

inhibicién en la absorcién de K* al encon-
trarse presente TEA, esta inhibicién podria
estar dandose en un sistema de absorcion
dual. Se ha reportado que el canal AKT1
puede mediar el transporte de K* en un
nivel similar al de un transportador de alta
afinidad.”:2%

Figura 4
Efecto del TEA en la toma de alta
afinidad de K*
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Las plantas crecieron en solucién H1/5 (1.4 mM de K¥)
por 45 dias, después se transfirieron a una solucion
H1/5 libre de K* y fueron resuplementadas con 50 uM
(A) y 100 uM (B) de KCI més 20 mM de TEA (circulos
blancos). Las muestras de la solucién externa fueron
tomadas a diferentes tiempos y se determiné la canti-
dad de K*. Cada uno de los datos representa la media
+ la desviacién estdndar de tres experimentos inde-

pendientes, n=3.

131



CENTRO DE INVESTIGACION CIENTIFICA DE YUCATAN A.C.

132

Conclusiones

Las raices de chile habanero fueron capa-
ces de absorber K*, cuando fueron colo-
cadas en un medio con 50 uM de K*. Esta
absorcion incrementé cuando las plantas
fueron expuestas a un déficit de K* duran-
te 72 h. Estos resultados sugieren que bajo
estas condiciones en las raices de chile se
inducen mecanismos de transporte de K*
de alta afinidad que son los responsables
para dicha toma.

La mayor absorcion de K* por las raices de
chile se obtuvo cuando éstas se colocaron
en un medio de 100 uM de K*. Sin embargo,
no se observd un aumento en la absorcién
cuando a las raices se les aplicaron dife-
rentes periodos de déficit de K*, indicando
que no se indujeron otros mecanismos de
transporte de K*.

EINH,* inhibi6 la toma de K* por las raices
de las plantas expuestas por 72 h a la au-
sencia de K* y colocadas posteriormente a
50 uM de K*.

Esta inhibicion fue dependiente de la do-
sis. Estos datos sugieren que el sistema
inducido de toma de K+ de alta afinidad
que esta presente en las raices es sensible
a NH," y es responsable de aproximada-
mente 90% de la toma de K* de alta afini-
dad bajo estas condiciones, ya que hubo
aproximadamente una absorcién de 10%
que no fue sensible a NH,".
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El NH* también inhibié la toma de K* de
alta afinidad en las raices de las plantas que
fueron cultivadas durante 72 h en ausencia
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La toma de K* de alta afinidad también fue
sensible a los bloqueadores de canales de
K+ CsCl y TEA. La sensibilidad fue mayor
para la condicién de 50 uM. Estos resulta-
dos sugieren que pudieran existir canales
de K* que participen en la toma de K* de
alta afinidad o que estos compuestos pu-
dieran tener un efecto negativo para al-
gunos transportadores de K* presentes en
las raices de chile habanero. Es importante
comentar que se necesitan estudios mas
profundos en este tema, ya que hay muy
pocos antecedentes sobre el uso de estos
bloqueadores en plantas y los resultados
de los mismos son contradictorios.
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Resumen

Ademas de la importancia comercial del chile habanero para la Peninsula de Yucatan,
esta planta se ha utilizado como modelo de estudio para responder preguntas rela-
cionadas a la interaccién de las plantas con el estrés abiotico, especificamente por
elementos como el aluminio. Este trabajo surge como resultado de la comparacién
de Capsicum chinense Jacg., con especies como Coffea arabica y Arabidopsis thaliana,
donde haciendo uso de un modelo de cajas segmentadas se observo el efecto de AP+
sobre las raices de dichas especies, mostrando A. thaliana una alta sensibilidad, C. ara-
bica un efecto benéfico a bajas concentraciones de APy en C. chinense no se observé
un efecto inhibitorio en el crecimiento radicular, aun a concentraciones de 500 uM de
AP+, la cual ya es toxica para muchas plantas, lo cual la hace interesante para estudios
posteriores en este aspecto.’)

Esto nos llevé al planteamiento de una nueva estrategia experimental que tuvo
como objetivo evaluar el efecto del aluminio sobre las raices de chile habanero en
condiciones de hidroponia, en plantulas expuestas a concentraciones de 0 a 1000
MM por 14 dias, haciendo uso de una solucién nutritiva a un pH de 4.3, evaluando
el uso del amortiguador homopipes. Los resultados mostraron que con 1000 uM
de aluminio se observo el efecto téxico de este metal en plantas de 35 DDG, al
disminuir la longitud radicular total de las raices.

Palabras clave
Chile habanero, nutricién mineral, raices, aluminio, hidroponia, estrés

Introduccion
La agricultura siempre ha tenido un impacto ambiental fuerte. Hay que talar bosques

para tener suelo apto para el cultivo, hacer embalses de agua para regar, canalizar
rios, etcétera. La agricultura moderna ha multiplicado los impactos negativos sobre
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el ambiente, causando la contaminacién por plaguicidas y fertilizantes, la deforesta-
cién, la pérdida de biodiversidad genética, la destruccion de los suelos, asi como su
alcalinizaciéon o acidificacion, entre otros problemas.

La acidificacion de los suelos es un problema que se agrava principalmente por
la contaminacién generada por el ser humano, ya que si bien los suelos acidos se
presentan de manera natural en regiones del planeta como las zonas tropicales y
subtropicales, cada vez ocupan mayor superficie por efecto de dicha contamina-
cion. Los suelos acidos tienen un pH menor a 5.5 y constituyen aproximadamente
30% del area total de la tierra del planeta, asi como 50% de los suelos arables del
mundo, y representan un problema para la produccién agricola, ya que al dis-
minuir el pH se presentan problemas nutrimentales y de toxicidad por metales,
principalmente aluminio.?

El aluminio se encuentra en el suelo en forma de aluminosilicatos u éxidos de
aluminio, pero en suelos acidos el aluminio es liberado y se vuelve soluble en las
formas Al(OH)**, AI(OH), "y AP*, siendo esta Ultima la forma mas toxica, ocasionan-
do dafnos a nivel tisular, celular y molecular en las plantas superiores. Sin embargo,
su principal efecto toxico es la inhibicidn del crecimiento radical, por alteraciones
en su arquitectura y disminucién de su elongacioén, afectando la absorcién de nu-
trimentos como Ca y K.?

Sin embargo, actualmente también se discuten los efectos benéficos del aluminio
a bajas concentraciones, en el crecimiento y toma de nutrientes de varias espe-
cies, especialmente las que son nativas de suelos acidos,® lo cual representa una
ventaja adaptativa para dichas plantas, hablandose de especies acumuladoras
y no acumuladoras de aluminio, segun su concentracion en los tejidos. Es decir,
estas plantas crean mecanismos de tolerancia, para adaptarse a la presencia de
aluminio como respuesta a las condiciones que su medio ambiente les impone.?

En lo que respecta a Capsicum chinense Jacq., existe un reporte del nivel de sen-
sibilidad de sus raices a aluminio utilizando el modelo de cajas segmentadas,
donde no se observo la disminucién en la elongacion de las raices, incluso a
concentraciones de 500 mM, la cual ya es toxica para muchas especies sensibles,
como Arabidopsis thaliana." Sin embargo, C. chinense se recomienda sembrar en
regiones donde los suelos no presentan una condicién acida® vy, por lo tanto, se
esperaria que fuera sensible a la acidez y al aluminio. Ademas, se ha reportado en
Capsicum annuum dainos en la ultraestructura de las raices de plantulas expuestas
a aluminio, mostrando fuerte sensibilidad, asi como cambios en la morfologia y
la anatomia de la raiz.® Estos resultados nos llevaron a plantearnos el uso de otra
estrategia como es la hidroponia, para continuar con los estudios fisiolégicos y
morfoldgicos que nos permitan corroborar los efectos del aluminio en C. chinense
Jacq. antes mencionados.

La informacidn que se genere bajo estas condiciones puede contribuir al manejo de
este cultivo en suelos acidos, ya que C. chinense es un cultivo importante en varios
paises, y en México su cultivo no sélo se circunscribe a la Peninsula de Yucatan sino
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también a otras entidades federativas que presentan problemas de suelos acidos y,
frecuentemente, de aluminio.” Por otra parte, si C. chinense presentara tolerancia
al aluminio, resultaria un buen modelo para generar conocimientos que permitan
entender los mecanismos de esta tolerancia y contribuir, a largo plazo, con la pro-
duccién de plantas transgénicas de interés comercial tolerantes al aluminio, lo cual
posibilitaria cultivar en suelos acidos y minimizar dafos ecolégicos.

Suelos acidos

Segun datos de la FAO, se ha determinado
que los suelos acidos constituyen apro-
ximadamente el 30% del area total de la
tierra del planeta, asi como el 50% de los
suelos arables del mundo, lo cual indica
su importancia como un factor que limita
la produccién agricola en el ambito mun-
dial. En muchos paises en desarrollo, estos
suelos constituyen una limitante para el
cultivo de plantas comestibles como son
el maizy el arroz, ya que el 20% y 13%, res-
pectivamente, de estos cultivos, se desa-
rrolla en estos suelos.”

Los suelos acidos se caracterizan por un pH,
el cual puede ser fuertemente acido (5.5-
4.5) o extremadamente 4cido (<4.5); tienen

una capacidad de intercambio catiénico
baja y una baja saturacion de bases.“®

El pobre crecimiento vegetal en los sue-
los acidos se debe de manera general a
una deficiencia de nutrientes y toxicidad
por metales, que en especifico incluye a
la toxicidad por Al, toxicidad por Mn, baja
provision de N (principalmente en forma
de NH,*), deficiencia de P, deficiencia de
Mo y concentraciones téxicas de acidos
fendlicos. Se ha considerado al propio ion
H+ como la principal causa del pobre cre-
cimiento vegetal,® por otro lado, se ha su-
gerido que el bajo suministro de Ca*" a pH
bajo es la principal causa."”

Disponibilidad de nutrientes en suelos acidos

El pH de los suelos acidos afecta directa o
indirectamente la disponibilidad de mu-
chos nutrientes (Figura 1), teniendo impli-
caciones en el crecimiento de las plantas.
Esto se debe a que, dependiendo del pH
del suelo, la planta puede captar diversos
minerales. Por ejemplo, si el pH es inferior
a 5, la disponibilidad de algunos nutrientes

Aluminio en suelos

El estudio sobre la fitotoxicidad del Al empe-
z6 a principios del siglo XX y ha cobrado im-
portancia porque se ha descrito, junto con

como P, Ca, Mg y Mo es muy baja y la absor-
cién por parte de la planta es limitada. Por
otro lado, la disponibilidad de elementos
toxicos como el Al aumenta, siendo la toxi-
cidad por este mineral la principal limitante
del cultivo de plantas con interés econémi-
co'"y ecoldgico en los suelos acidos en el
ambito mundial.

diversos metales, como importantes limita-
dores del crecimiento de las plantas provo-
cando fuertes pérdidas economicas.'¥
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El aluminio (Al) es el metal mas abundante
en la tierra y el tercer elemento en abun-
dancia en la corteza terrestre, donde com-
pone aproximadamente el 8% en peso.
En la naturaleza, se encuentra solamente
en forma oxidada. En cambio, en solucién
acuosa, el ion hidroliza las moléculas de
agua formando hidréxidos. La quimica
del Al es bastante compleja, debido a su
alta carga idénica y su pequeno radio ato-
mico, este metal es capaz de reaccionar
con otros metales que se encuentran en el
suelo en forma soluble.™

Dependiendo del pH del suelo, el Al mole-
cular existe en varias formas de hidroxialu-
minio: Al(H,0) **, AIOH*, AI(OH),*, AI(OH), y
Al(OH),. Cuando el pH es menor de 5 el A**
es la especie mas toéxica para las plantas, sin
embargo, cuando el pH del sueloesde 5 a
6, las especies dominantes son el AIOH*" y
Al(OH),*, las cuales no son tan toxicas para
las plantas como AI**. Cuando el pH es neu-
tro, el AI(OH), es formado, sin embargo, no
es téxico y es relativamente insoluble. El
aluminato Al(OH),” es la especie dominante

Toma del aluminio en plantas

El sistema radical toma el Al en un proceso
de intercambio que involucra los sitios de
unién de Ca en la superficie de las células
de la raiz, este proceso empieza cuando
las raices son expuestas al metal, después
de un periodo corto de tiempo, siendo el
apice de la raiz el principal sitio de toma
del AL‘®

La pared celular es el principal sitio de
union de este elemento antes de entrar al
citoplasma, debido a la carga negativa de
sustancias como la pectina. Sin embargo,
la membrana plasmatica funciona como
una barrera al movimiento pasivo del Al
hacia el interior de la célula.®

cuando el pH es alcalino (pH>7.0). La con-
centracién de Al en suelos acidos puede
variar en un rango de varios micromoles
(uM) a milimoles (mM), dependiendo de las
condiciones del suelo.®

Figura 1
Disponibilidad de nutrientes
en funcion del pH del suelo
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Fuente: TerraGis, UNSW 2007.02

El aluminio depositado en la pared celular
forma precipitados o es adsorbido, también
puede ser desorbidoy solubilizado con citra-
to. En células de raiz de plantas resistentes a
este metal, se producen compuestos que se
unen al Al para formar compuestos no toxi-
cos como son los acidos organicos (citrato,
malato y oxalato), los fosfatos y algunas pro-
teinas (fosfolipasa, glucanasa, NAD cinasa) al
ser inducidas por el Al libre."” Por otro lado,
la toma de Al es significativamente reducida
a bajas temperaturas (0 °C) en comparacién
con altas temperaturas (23 °C)."® Asimismo,
altas concentraciones de los cationes NH, y
H* facilitan la toma del Al en la rizosfera en
suelos con pH<5.0.”
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Distribucion del aluminio en la raiz

Se sabe que dependiendo de la sensibilidad
de cada tipo de planta variard la concentra-
cionde Alen laraiz." El Al se acumula en los
apices de las raices, incluyendo la caliptra y
las zonas meristematicas y de elongacion.®
A partir de los estudios por tincién de raices
de trigo con hematoxilina se ha demostrado
que el Al se acumula en epidermis y en las
células de la corteza.?” El Al se acumula en

las células de la capa externa de laraizen los
primeros 30 min y en las capas mas internas
después de las 18 h de tratamiento, pero en
menor concentracion.?” La acumulacion de
Al en la raiz sigue una relacion lineal con res-
pecto del tiempo de exposicion al metal,®
entra al cilindro central o estela de laraizy se
mueve ascendentemente hasta las hojas.®

Efectos de la toxicidad por aluminio

El rango de procesos fisioldgicos, celulares
y moleculares en los que interfiere la toxici-
dad por Al es grande, lo cual deriva en una
gran cantidad de sintomas en las plantas.
La toxicidad por Al resulta de su interaccion
con el apoplasto (pared celular), membra-
na celular y el simplasto (citosol). Si bien
algunos sintomas y respuestas son detec-
tables en segundos o minutos después de
su exposicion al metal, otros son solamente
discernibles a exposiciones prolongadas ya
sean horas o dias. Sin embargo, el principal
efecto de la toxicidad por Al es la inhibicion
del crecimiento de la raiz, por lo que se ha
utilizado como una medida de la toxicidad
por este metal.

Esta inhibicion se ha observado en muchas
especies, por ejemplo, se ha encontrado

que plantulas de A. thaliana cultivadas in
vitro, inhiben la elongacién de su raiz en
presencia de 300 uM de AICI,*> Ademas
de la inhibicién de la elongacién de la raiz,
se observan otros efectos visibles, las raices
son pequenas y quebradizas, los apices de
éstas asi como los apices de las raices late-
rales se hinchan y se tornan de color café,
ademas hay un pobre o nulo desarrollo de
los pelos radicales,”® por lo que estos efec-
tos provocan respuestas secundarias como
lo son la inhibicién de la toma de agua y de
nutrientes.?” El grado de toxicidad varia
dependiendo de la especie de planta, las
condiciones de crecimiento, la concentra-
cién de Al 'y la duracion de la exposicion al
metal. En el Cuadro 1 se observan los efec-
tos de la toxicidad por Al que se presentan
a diferentes niveles en plantas superiores.

Cuadro 1
Posibles blancos de la toxicidad del aluminio en plantas superiores®

A nivel de tejidos

Toxicidad del aluminio (Al) en plantas superiores
Evidencias (efectos)

Inhibicién de la division celular de la raiz y la
elongacion de la zona de transicion

Vacuolizacién de la cofia o caliptra

Reduccién de los pelos radicales
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continuacion...

Toxicidad del aluminio (Al) en plantas superiores

A nivel celular

A nivel molecular

Efecto benéfico del aluminio

Si bien hay muchos estudios relacionados
con el papel toxico del aluminio, hay repor-
tes del papel benéfico de este elemento en
algunas especies de plantas, suministrado
a bajas concentraciones. Existen reportes
donde el Al aumenta el crecimiento prin-
cipalmente de plantas nativas o adaptadas
a suelos acidos como Miscanthus sinensis y
Melastoma malabathricum, en esta ultima
especie el Al aumenta la toma de P, ya que
se observé una mayor concentracion de P
en hojas de plantas de M. malabathricum
expuestas a Al, asi como en las raices, aun-
que elincremento del P en las raices pudie-
ra ser debido a la precipitacién de Al-P so-
bre la superficie de la raiz y/o en el espacio
libre de Donnan.®* En trigo, la presencia

Incremento del contenido de peptina,
hemicelulosa y celulosa en la pared celular

Inhibicién del transporte de cationes
Inhibicién de la actividad respiratoria
Reorganizacién del citoesqueleto
Acumulacion del Al en el nucleo
Acumulacion de Al entre las células

Disturbios en la replicacién del ADN
Reduccion de las funciones del ATP
Reduccion de las funciones del GTP
Reduccion de las funciones de la calmodulina

Impacto sobre las proteinas de membrana,
ATPasa y NAD-cinasa.

Interaccién con otros cationes y aniones inorganicos

_ Interrupcion de la ruta de senalizacion por Ca?*

Alterna pH citosélico
Especies reactivas de oxigeno

de 100 uM de Alincrementé la extrusion de
H* y la polaridad de la membrana, lo cual
podria estar relacionado con una mayor
toma de nutrientes y con el incremento en
el crecimiento.?®

En algunos informes se ha reportado un
aumento de la biomasa de las raices de es-
pecies arbdreas después de ser tratadas con
Al 'y esto se ha relacionado con un alivio de
la toxicidad por H* por cationes polivalen-
tes como el AP*.??% Este mecanismo se ha
demostrado en plantas como trigo, pepino,
rabano japonés, guisante, etcétera.?”)
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En suspensiones celulares de té se ha ob-
servado que el tratamiento con Al provocé
la activacion del sistema antioxidante, su-
giriéndose que el papel fundamental del
Al en la promocién del crecimiento de las
plantas de té esta conectado con el sistema
de barrido de ROS, lo que resulta en una
mayor integridad de la membrana y una
menor lignificacion de la pared celular.®?

Por otra parte, M. malabathricum secreta
mucilago para acumular Al en suelos con
baja disponibilidad de este elemento y su
acumulacién incrementa el crecimiento de
raices y brotes de la planta. Posiblemente el
Al acumulado en el mucilago de la raiz sea
posteriormente absorbido en forma de un
complejo con 4cidos orgéanicos y se demos-
tré que el mucilago secretado por las capas
mas externas de la raiz presenta caracteris-
ticas fisicas y quimicas Unicas que facilitan
la toma de este metal.®'3233

También se ha considerado que una de
la principales razones del incremento del
crecimiento en M. malabathricum es la

reduccién de la acumulacion del Fe indu-
cido por Al y se ha sugerido que el poco
crecimiento en M. malabathricum en au-
sencia de Al sea por efecto del oxalato sin-
tetizado en altas cantidades, ocasionando
la formacién de complejos con metales
alcalinos, como el Ca y el Mg en la planta,
resultando posiblemente en deficiencia
de esos nutrientes.®¥

Por otro lado, también se sugiere que el
efecto benéfico sobre el crecimiento de la
raiz y los cambios en la morfologia de ésta
posiblemente se deba a cambios en los ni-
veles de reguladores de crecimiento vege-
tal (RCV) en las raices, siendo el Al capaz de
inducir directa o indirectamente la sintesis
o el transporte de RCV, tales como el 4cido
indol acético, citocininas y giberelinas.?*

También se han reportado cambios mor-
foldgicos en presencia de Al como el en-
grosamiento, coloracién blanca y una
buena elongacion de la raices en C. sinen-
sis, Q. acutissima, C. camphora, E. viminalis,
Q. serrata 'y M. malabathricum.°3

Mecanismos de resistencia al aluminio

Las plantas, ante cualquier estrés al que se
enfrenten, pueden presentar mecanismos
de resistencia y tolerancia, lo cual ha sido
observado como respuesta al estrés por
Al. Las respuestas de las plantas frente a la
toxicidad por Al varian considerablemen-
te, dependiendo de la especie e incluso
dependiendo de la variedad que se esta
estudiando.

Entre los mecanismos de resistencia se
mencionan: la exclusién de moléculas de
bajo peso molecular (como 4cidos organi-
cos) para la quelacion del Al apoplastico,
la modificacion del pH rizosférico, la unién
del Al a la pared celular, disminuciéon de la

permeabilidad de la membrana a la pene-
tracion de Al, asi como la union del Al con
el mucilago asociado al apice de la raiz o
tal vez el eflujo del propio Al de las células
de la raiz.">*® Entre los mecanismos de to-
lerancia se mencionan la quelacion del Al
con moléculas orgénicas en el interior ce-
lular, su unién a proteinas en el citoplasma
y su posterior compartamentalizacién en
la vacuola u otros organelos.” También
se han reportado modificaciones del me-
tabolismo que permiten la funcién celular
normal en presencia de AlL.®®
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Se ha visto que los acidos organicos (malato,
citrato y oxalato) son moléculas que se unen
al Aly que permiten la exclusiéon de este me-
tal al formar complejos estables y menos t6-
xicos que la forma iénica. Entre algunas de
las plantas que secretan aniones organicos
se encuentran T. aestuvum, Z. mays, F. escu-
lentum M., Cassia tora L., H. vulgare, L. bicolor,
P. falcataria, asi como especies de eucalipto
y abeto.®” En la especie E. camaldulensis, con
una alta resistencia a Al, se ha considerado
que no solo la exclusién de acidos orgdanicos
son claves en el mecanismo de resistencia
de esta planta, ya que se ha reportado un
compuesto (nuevo) unido a Al en raices y
éste podria tener un papel importante en la
alta resistencia de la planta actuando como
un mecanismo interno de destoxificacion.®®

El mucilago de la raiz también juega un im-
portante papel como mecanismo de resis-
tencia a metales. Debido a que los azucares
en el mucilago contienen acido urénico, los
grupos carboxilo del acido urénico pueden
absorber cationes metalicos evitando que
estén disponibles, como en V. unguiculata;®*
también se ha demostrado que la pectina del
mucilago (peso molecular elevado) juega un
papel importante en la inmovilizacion del Al,
reduciendo su toma en el apice de la raiz.*?

Chile habanero como
modelo de estudio del aluminio

Aunque el chile habanero es originario de
Sudameérica,“® en México es muy conocido
y es mayormente cultivado en las regiones
de Yucatdn, Campeche, Quintana Roo y
Tabasco. En Yucatan, el chile habanero es
parte importante de su identidad culinaria
y de gran importancia como producto hor-
ticola, lo cual ha derivado en una amplia
serie de investigaciones utilizando como
modelo esta planta, tanto en el area de la

Otro de los mecanismos de resistencia y/o
tolerancia al estrés del Al es su interaccion
con otros elementos. Se ha demostrado que
el P puede prevenir el efecto toxico debido
a la directa precipitacion de Al-P en la zona
de incorporacion del P#" Su interaccion con
Ca puede evitar los efectos téxicos de Al so-
bre el crecimiento de la raiz, la formacién de
raices laterales y en el crecimiento de pelos
radiculares en Glycine max.*? En T. aestivum
también se ha reportado que el Ca y Mg
confieren proteccion contra la toxicidad por
AL“¥Con B Se ha visto que el mecanismo de
accién del B estd relacionado con la reduc-
cion de los sitios de union del Al a la pectina
de la pared celular, asi, evitando la acumu-
lacion del Al'y algunas de las consecuencias
de la toxicidad por este metal.*¥ De igual
forma, se menciona que el B puede prevenir
el decremento de la actividad de la Rubisco
y evitar la inhibicion de la fotosintesis.* El
silicio también puede formar complejos y
precipitar en el citoplasma con Zn, Cd y Al
en forma de silicatos y ser posteriormente
compartamentalizados en la vacuola.*#4”
Sin embargo, hasta el momento estos meca-
nismos todavia no son completamente en-
tendidos y principalmente son especulativos.

investigacion basica como aplicada, con el
fin de tener un mayor conocimiento de su
fisiologia y la relacién con su entorno, en-
causado a obtener un producto en el cam-
po con alto valor de comercial.

Los suelos donde se cultiva el chile habane-
ro en Yucatan son considerados de neutros
a basicos, encontrandose pH que van de 7.5
a 8.5,%) aunque en algunas suelos puede
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encontrarse pH de 5.2 al sur del estado,® es
considerada una planta que crece en condi-
ciones alcalinas y se menciona que especies
que crecen con un pH de suelo basico son
mas sensibles al efecto del aluminio.

Dentro del género Capsicum, se ha eva-
luado el efecto téxico del aluminio en la
microestructura de las raices de Capsicum
annuum L., usando un sistema hidropdénico
de cultivo, empleando las técnicas de mi-
croscopia de luz y microscopia electrénica
de barrido. Se observo en las raices tratadas
con aluminio un didmetro mayor, la reduc-
cién o ausencia de la capside y grietas en la
superficie. La longitud de la zona de elon-
gacion y meristematica se redujo.®

Se observaron alteraciones en la disposi-
cion, el tamano y forma de las células en la
region apical de laraiz. Las células enlazona
de crecimiento presentan cambios en sus
planos de division. Las células de precortex
y la corteza primaria muestran necrosis o
sintomas de la destrucciéon. Muchas células
se caracterizaron por hipertrofia y vacuoli-
zacién fuerte. En las vacuolas se observan
NUMErosos cuerpos oscuros.®”

Usando microscopia electrénica de trans-
misién (MET) se evaluaron los cambios en
la estructura celular. Estos involucran reduc-
cion en el nimero de granos de almidén en
leucoplastos de la capside, formacién de nu-
cleos lobulados y reduccién en el numero de
cisternas de los dictiosomas, asi como daino
en las membranas celulares. La hinchazén
de las mitocondrias fue observada junto con
una reduccion en el numero de crestas mi-
tocondriales o la ruptura de lamembrana de
estas estructuras. En las vacuolas se observa
la presencia de numerosos cuerpos oscuros
de gran tamaiio, probablemente la mayoria
depositos de aluminio. La pared celular, a
menudo engrosada, fue ondulante o se ob-
servo la formacion de dos paredes de corta

distancia.”" Estos resultados obtenidos de-
muestran la alta sensibilidad de Capsicum
annuum L. al estrés por aluminio.

Al comparar el efecto de aluminio en la
elongacion de la raiz primaria de plantulas
de Arabidopsis thaliana, Coffea arabica L., y
Capsicum chinense Jacq., utilizando como
modelo cajas segmentadas con diferentes
dosis de alumino, se reportd en Arabidop-
sis thaliana una disminucién de la longitud
radical conforme aumenta la dosis de alu-
minio; en Coffea arabica L. se observé un
aumento en la longitud radical de cafeto
a bajas concentraciones de aluminio, y en
Capsicum chinense Jacg. no se observan
diferencias en la longitud radical, incluso
a concentraciones de 500 UM respecto del
testigo, la cual ya es toxica para muchas es-
pecies sensibles a aluminio, lo que resulta
contradictorio con los resultados obtenidos
en Capsicum annum' pero que hace inte-
resante estudiar con mayor amplitud esta
respuesta de las raices del chile habanero a
este elemento.

En México, un total de 13,128,300 ha dedi-
cadas a la silvicultura, a la ganaderia y a la
agricultura, pueden ser afectadas en mayor
o menor grado por la acidez del suelo;®?
éste es uno de los factores que limitan el
desarrollo de las plantas en algunos suelos
de los estados de Chiapas, Michoacan, Vera-
cruz, Jalisco, Puebla y Tabasco,” por lo tanto
evaluar el efecto del aluminio en plantas de
chile habanero generaria informacion que
podria tener aplicacién en otras regiones del
pais. Ademads, su rapida germinacion y ciclo
de vida relativamente corto le confieren ven-
tajas respecto de otras especies de impor-
tancia comercial empleadas en estudios del
efecto toxico del aluminio, como el cafeto.
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Hidroponia como
herramienta en la investigacion

La hidroponia es una tecnologia para desa-
rrollar plantas en solucion nutritiva (SN), con
o sin el uso de un medio artificial (arena, gra-
va, vermiculita, lana de roca, etcétera) para
proveer soporte mecanico a la planta®y
forma parte de los sistemas de produccién
llamados cultivos sin suelo, en donde el me-
dio de crecimiento y/o soporte de la planta
esta constituido por sustancias con una tasa
variable de aportes a la nutricién mineral de
las plantas.®*

Sin embargo, en sus inicios se desarrollé en
laboratorios y condiciones controladas con
el fin de resolver problemas fundamentales
relacionados con la nutricién y la fisiologia
de las plantas, lo cual permitié determinar
una lista de elementos esenciales para el
desarrollo de estos organismos,® muchos
de esos resultados son la base para que
actualmente la hidroponia sea una técnica
ampliamente usada en el mundo para la
produccién de los cultivos mas rentables.
Sin embargo, aun sigue siendo una herra-
mienta experimental, por ejemplo en el
descubrimiento de nuevos elementos be-
néficos o esenciales para las plantas.

Se han desarrollado muchas formulacio-
nes o soluciones nutritivas, considerando
las proporciones y concentraciones de los
elementos esenciales adecuados en las so-
luciones, asi como sus propiedades fisicas
y quimicas (acidez, alcalinidad y sus carac-
teristicas osmdticas).*® Sin embargo, una
solucién nutritiva no es superior a otra, ya
que las plantas pueden adaptarse dentro
de un rango a diferentes condiciones de
nutrientes, asi que el uso de alguna y las
modificaciones que se le hagan dependera
del fin conque son utilizadas. La solucion de
Hoagland es ampliamente usada porque se
considera adecuada para el crecimiento de

amplio rango de especies de plantas dife-
rentes.®® Sin embargo, al igual que otras so-
luciones nutritivas, son tomadas como base
o como referencia para hacerles modifica-
ciones segun la pregunta que se desee re-
solver en alguna investigacion, por ejemplo
experimentos donde se pretenda evaluar la
ausencia o presencia de algun elemento.

En general, los componentes de la solucion
nutritiva se caracterizan por su alta solubili-
dad, se deberan elegir por tanto las formas hi-
dratadas de estas sales. Debe considerarse la
cantidad de nitrégeno amoniacal, en funcién
de la especie involucrada y su tolerancia a
este elemento; ademas, otro aspecto a tener
en cuenta es la relacién potasio/nitrégeno
(K/N) (2:1). El hierro debe aportarse quelata-
do para favorecer su absorciéon.®?

La composicion de nutrientes cambia
cuando son absorbidos por la planta, dis-
minuyendo en la SN; la rapidez de estos
cambios depende del indice del creci-
miento de la planta y el volumen disponi-
ble para cada planta, ademds se presenta
una alteracién cualitativa ya que no todos
los nutrientes son absorbidos a la misma
magnitud. Esto ocasiona como efecto se-
cundario un desbalance acido-base (pH)
de la SN. Por lo tanto, lo ideal es mantener
la concentracién de los nutrimentos en la
solucion nutritiva constante, pero como es-
tos requerimientos cambian en cada etapa
de desarrollo de la planta, para evitar una
deficiencia de nutrientes, una estrategia
es poner una cantidad suficiente de cada
elemento esencial en la SN, en un rango
adecuado de concentraciéon total y con
limites amplios de proporciones idnicas.
Ademas, conforme crecen, las plantas tam-
bién absorben agua o ésta es evaporada de
la superficie de la solucién, reduciendo los
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niveles en el tanque, ocasionando también
cambios en la concentracién de la SN.®

Por lo tanto, un adecuado suministro de nu-
trientes también involucra: 1) volumen de
la solucién en relacién al nimero de plantas
creciendo, el estado de crecimientoy el indice

de absorcién de los nutrientes, y 2) frecuencia
de los cambios de la solucion. Ademas, debe
tomarse en cuenta la tolerancia de las plantas
a la acidez o alcalinidad, sus necesidades de
aeracién y su susceptibilidad a dafos por ex-
cesivas concentraciones de elementos como
boro, manganeso, cobre o zinc.*?

Soluciones nutritivas en el estudio

del efecto de aluminio en plantas

Muchas investigaciones relacionadas con
la resistencia y toxicidad al aluminio se han
realizado en plantulas crecidas en SN.5”
Sin embargo, se requieren varias conside-
raciones al trabajar con aluminio debido a
las complejas relaciones entre la quimica
acuosa de Al y su fitotoxicidad.

Se debe considerar el pH de la SN, ya que
se sabe que al anadir iones hidroxilo se au-
menta el pH de la solucién y esto general-
mente disminuye la toxicidad de Al, lo cual
puede deberse a la toxicidad diferencial de
los productos de hidrélisis mononucleares
o a la formacién de complejos polinuclea-
res no toxicos hidroxi-Al o AI(OH), en fase
solida.®® Sin embargo, se sabe que a un pH
acido, como ya se ha mencionado, aunque
pueden estar presentes otras especies toxi-
cas mononucleares, la actividad de AP** es
el mejor indicador del efecto del aluminio
en las plantas.

Ademas, se requiere el uso de soluciones
nutritivas diluidas para tratar de que todos
los nutrimentos se encuentren disociados y
para evitar problemas de acomplejamien-
to con el Al, ya que si bien se ha observado
que las plantulas pueden crecer vigorosa-
mente durante varios dias solo en agua con
aireacion, suplementado solo con las sales
de Ca, algunos estudios pueden requerir un
medio de crecimiento mas completo con
el fin de mantener el crecimiento duran-
te periodos mas largos o para lograr otros

objetivos. Algunos iones adicionales de nu-
trientes, tales como NO*, NH,*, K* y Mg*", no
causan polinucleacién, aunque pueden cau-
sar el crecimiento inducido por los cambios
de pH.®” Las interacciones de AP*-SO,* es-
tan bien caracterizadas asi que los proble-
mas por esta interaccién pueden evitarse si
se tiene cuidado con la suplementacion de
SO,” a las soluciones.®*" La mayoria de los
iones de micronutrientes no interacttian con
Al a pH 4cidos y bajas concentraciones utili-
zadas. Sin embargo, algunos problemas se
pueden encontrar con micronutrientes que-
lados (por ejemplo, Fe-citrato). El nutriente
mas comun que puede causar complejos y
polinucleacién con AP es el fosfato.©?

Por otra parte, las raices pueden alcalinizar
o acidificar su superficie y el medio adya-
cente, dependiendo las regiones de la raiz
y la composicién de solutos del medio.®
Estos cambios de pH pueden tener efectos
significativos de las especies de Al sobre la
superficie celular, el potencial eléctrico de
la superficie celular y la actividad de APF* en
la superficie celular.®® En consecuencia, al-
gunos estudios de toxicidad por aluminio
pueden requerir el uso de amortiguadores
en el medio, de los cuales existen pocos re-
portados, como es el caso de homopipes
(homopiperazine-N,N’-bis-2-[ethane-sul-
fonic acid]) y el succinato en periodos de
tiempo corto.®
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Crecimiento radicular de chile habanero
en presencia de aluminio bajo condiciones de hidroponia

Para evaluar el efecto del aluminio sobre las
raices de plantas de chile habanero, se rea-
lizaron experimentos de dosis-respuesta
a diferentes concentraciones de aluminio,
utilizando la solucién nutritiva Hoagland
modificada a 1/5 de su fuerza idnica. Los
experimentos se realizaron probando el
amortiguador homopipes (homopiperazi-
na-N,N’-bis-2-[acido etanosulfonico]), duran-
te un ciclo de cultivo determinado, buscan-
do con su uso mantener el pH de la solucién
nutritiva con un valor de 5 o menos, ya que
a dicho pH es cuando el AP* se encuentra
disponible y causa su efecto téxico en las
plantas.

En dichos trabajos se observé que la SN
aumenta su pH rapidamente cuando éste
inicia con pH de 4.3 y que el uso del amorti-
guador homopipes puede ayudar a mante-
ner el pH por debajo de un valor de 5 hasta
por siete dias, si se usan plantulas hasta de
28 DDG. Se observo que las raices de C. chi-
nense sometidas hasta concentraciones de
400 uM, no muestran una reduccién en su
longitud radicular respecto al control, con
excepcion de la concentracion 200 uM, la
cual muestra mayor crecimiento radicular
respecto del control y a la concentracion
de 400 uM (Figura 2).

Para evaluar la deposicion de Al en los tejidos
de la raiz, se empleé la tincidon con hematoxi-
lina reportada por Polle et al.*> observando-
se que el Al se acumula en el dpice a medida
que aumentamos la concentracion de AICL,
sin embargo aun a 400 uM de aluminio no se
observan dafos en la morfologia de las raices
y no se observa deposicion en el cilindro cen-
tral (Figura 3), por lo tanto, aunque se observa
un aumento de la deposicion de aluminio en
las raices evaluadas no se observa un efecto

en la inhibicién radicular lo cual indica que
C. chinense no es sensible a concentraciones
hasta de 400 uM, sin embargo, se observa un
aumento en la longitud radicular a 100 pM.

Figura 2
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Longitud radicular en plantulas de C. chinense de
28 DDG, sometidas a estrés por aluminio, en solu-
cién nutritiva H1/5 amortiguada con homopipes
2 mM. Experimento dosis-respuesta de 14 dias.
Medias con la misma literal son estadisticamente
iguales (Tukey P<0.05).

A 500 pM tampoco es posible encontrar
diferencias respecto de concentraciones
menores de AlC, en plantulas de 35 DDG.
Unicamente se observé que la concentra-
cién de 1000 uM tiene un efecto inhibito-
rio significativo en la longitud radicular
(Figura 4).

Ademas, cuando se tiferon las raices con
hematoxilina, se observd una ligera acu-
mulacién del metal en el apice raiz con
100 uM de Al. En las raices expuestas a 400
y 500 uM de AICI, se observo la acumu-
lacién gradual de este metal en el apice,
a 1000 uM de AICI, se observo la acumu-
lacién de dicho metal en todas las zonas
de la raiz evaluada, observandose a dicha
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concentraciéon dano en la raiz (Figura 5).
También se observé una reducciéon en el
area foliar (Figura 6).

Bojorquez-Quintal, en 2010, reporta que
no se observan diferencias hasta una con-
centracién de 500 pM en la elongaciéon
de las raices primarias, en plantulas de C.
chinense siete DDG, usando un modelo de
cultivo in vitro de cajas segmentadas. En
nuestro estudio, al evaluar plantulas de
mayor edad, 28 DDG es posible observar
un incremento a concentraciones meno-
res de aluminio (100 uM).

Figura 3

Tincion con hematoxilina de raices de C. chinense 28
DDG, expuestas a seis concentraciones de AlCI3, us-
ando solucién nutritiva H1/5 amortiguada con homo-
pipes 2 mM. Donde, a) 0 uM b) 50 uM ¢) 100 uM d) 200
UM e) 300 uM y f) 400 uM de AICI3, en un experimento
dosis-respuesta de 14 dias. La barra representa 1 mm.

Figura 5
250
[0 TratamientospH 4.3
[ TestigopH 43
— 200 } a
§ a
i'a a
g Ll )
3 a
T°
g
3 100 |
-
c
S
80 b h.
o [ ]
0 100 400 500 1000
[AICI3] pM

Longitud radicular en plantulas de C. chinense de 35
DDG, sometidas a estrés por aluminio, en solucién nu-
tritiva H1/5 amortiguada con homopipes 2 mM. Experi-
mento dosis-respuesta de 14 dias. Medias con la misma
literal son estadisticamente iguales (Tukey P<0.05).

Estudios realizados en Solanaceas descri-
ben la disminucién en la produccién de la
parte aérea en Lycopersicum esculentum en
dosis crecientes de Al, pero se observa un
aumento en la produccion de brotes y raices
en Capsicum annum a bajas concentracio-
nes de Al. Sin embargo, ellos reportan que
C. annum es mas sensible a H* que al alumi-
nio, y que dicho aumento en el rendimiento
es atribuible al posible alivio de la toxicidad
de H* por el aluminio.*” Este mecanismo
de alivio de la toxicidad por H*, provocada
por cationes polivalentes con el Al, ha sido
demostrada en plantas como trigo, pepino,
rabano japonés, guisante, etcétera.?”)

Figura 4

E—,

Tincién con hematoxilina de raices de C. chinense 35
DDG, expuestas a cinco concentraciones de AlCI3,
usando solucién nutritiva H1/5 amortiguada con ho-
mopipes 2 mM. Donde, a) 0 uM b) 100 uM c) 400 uM
d) 500uM y e) 1000 uM de AICI3, en un experimento
dosis-respuesta de 14 dias. La barra representa 1 mm.

También se ha reportado en especies que
crecen en condiciones de suelo acido, el
aumento del crecimiento radicular a bajas
concentraciones de aluminio, lo cual se re-
laciona principalmente con la toma de nu-
trientes, ya que se reporta un aumento en
latoma de Ky N, asi como un decremento
en la toma de Cay Mg por la aplicacién de
aluminio, siendo de especial interés el P,
observandose que el Al aumenta la toma
de P, encontrandose una mayor concen-
tracién de P en hoja y raices de plantas ex-
puesta a aluminio, por ejemplo se observé
un incremento en el crecimiento de la raiz
de Melastoma malabathricum a 100 uM de
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Figura 6

1000 M A,

0 M ALS

A E N Rl |
\

1000 uM Al,*

Efecto de 1000 uM de AP+ sobre el 4rea foliar y radicular en plantas de C. chinense
35 DDG, usando solucién nutritiva H1/5 amortiguada con homopipes 2 mM, en
un experimento dosis-respuesta de 14 dias.

AL® Dicho aumento de la concentracién de
P en las raices puede deberse a la precipita-
cién de P con Al sobre la superficie de la raiz
o en el apoplasto de ésta y que de alguna
forma las especies tengan la habilidad de
utilizar ese P precipitado.®

Se ha sugerido que en el efecto benéfico so-
bre el crecimiento de la raiz y cambios en la
morfologia de ésta, estén implicados cam-
bios en los niveles de reguladores del creci-
miento vegetal en las raices, encontrandose

Conclusiones

Los experimentos con soluciones nutritivas
muestran que las especies y variedades di-
fieren en su sensibilidad, y que la concen-
tracion critica para una planta dada varia
dependiendo del pH de la solucién, de la
concentraciéon de calcio y de la técnica ex-
perimental. Por tanto, no es posible dar valo-
res exactos, pero los niveles criticos parecen
variar desde aproximadamente 1 uM para
plantas tolerantes al aluminio a alrededor
de 1 uM para plantas sensibles.®® Con fun-

que el Al es capaz de inducir directa o indi-
rectamente la sintesis o el transporte de los
reguladores de crecimiento, como el acido
indolacético, citocininas y giberelinas.”® Se
ha reportado que la formaciéon de nuevas
raices fue acelerada por el tratamiento con Al
en Quercus acutissimay Cinnamun camphora,
observandose que dichos resultados fueron
correlativos con bajas concentraciones de
AlA 'y un incremento en la concentracién de
citocininas en raices tratadas con Al.®%

damento en los resultados obtenidos bajo
las condiciones de hidroponia mencionadas,
se puede clasificar a esta especie, como una
planta con tolerancia intermedia al aluminio.

Sin embargo, debe considerarse la dificultad
de mantener el pH debido a las interacciones
entre los componentes de la solucién nutriti-
va y si todo el aluminio esta en solucién, ya
que puede formar complejos con otros iones
de la solucién nutritiva, sobre todo el fosfato,
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el cual comunmente puede causar comple-  realizar dichos experimentos en agua con ai-
jos y polinucleacion con AP+®? porlo que es  reacion, suplementado solo con las sales de
recomendable, para corroborar el efecto de  Ca, usando el amortiguador homopipes.
rizotoxicidad por aluminio especificamente,
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Resumen

En Yucatan, el cultivo de chile habanero (Capsicum chinense Jacq.) es una de las
actividades agropecuarias que soporta la economia de un nimero importante de
pequefos productores. No obstante, este cultivo es atacado por microorganismos
fitopatégenos que abaten el rendimiento. Conocer a los microorganismos que se
asocian a las plantas de chile habanero podria ayudar a mejorar las practicas fito-
sanitarias que en Yucatan se aplican a este cultivo. En este estudio se describe el
aislamiento de hongos y bacterias a partir de chile habanero colectado en diferen-
tes municipios de Yucatan. Los hongos se identificaron por medio de claves taxo-
noémicas y las bacterias por pruebas bioquimicas. Varias de las bacterias presentes
en las plantas de chile pudieran provenir de las aguas subterraneas utilizadas para
riego de las plantaciones, dado que el agua frecuentemente esta contaminada con
coliformes, provenientes del fecalismo al aire libre o de la descarga de las letrinas
al subsuelo.

Palabras clave

Chile habanero, hongos fitopatdgenos, bacterias fitopatdgenas, identificacion
bioquimica, identificacion taxondémica

Introduccion

Las enfermedades causadas por microorganismos (hongos y bacterias) son de im-
portancia fundamental en chile (Capsicum sp.), dado que en condiciones climato-
I6gicas favorables, pueden reducir la produccién de fruto por arriba del 50%. En
Yucatan, se cultiva el chile dulce (Capsicum annuum), el chile Xcatik (Capsicum sp.)
y el tradicional chile habanero (Capsicum chinense) y todos ellos son afectados por
enfermedades virales y enfermedades de tipo fungico o bacteriano. En las plan-
taciones de chile o en la siembra de traspatio, la practica mas comun es eliminar
las plantas sintomaticas apenas se detectan las primeras sefales de enfermedad,
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ademds de que en los grandes plantios de inmediato se aplican bactericidas o
fungicidas. Esta practica es una limitante que dificulta la realizacién de estudios
sistematicos tendientes a establecer la dinamica poblacional de los microorganis-
mos, asi como los factores que facilitan su dispersion a las areas de produccién 'y
los que estimulan su infectividad in situ.

En el caso del chile habanero es comun que las plantas cultivadas en condiciones
de campo o en invernadero muestren amarillamiento o manchas necréticas en las
hojas, sintomas que podrian indicar la presencia de enfermedades flngicas o bac-
terianas.®® Sin embargo, debido a las practicas culturales que se siguen con las
plantas enfermas, en la mayoria de los casos su agente causal no ha sido descrito.
Por lo anterior, en este trabajo se tuvo como objetivo realizar el aislamiento de mi-
croorganismos patégenos y saprofitos asociados a cultivos de Capsicum chinense
establecidos en distintos municipios del estado de Yucatan. Se identificaron a los
microorganismos mas comunes que se asocian a las plantas de chile habanero 'y
que pudieran ser daiinos o benéficos para esta especie. Para ello se colectaron
hojas, frutos y plantulas de cultivares criollos de chile habanero a partir de plan-
taciones de esta especie que estaban ubicadas en la zona Lunche-Cuzama, Ticul,

Kini-Motul, Tekat y Chixchulub Pueblo.

Resultados

Los materiales de chile habanero que mos-
traban manchas necréticas o pudriciones
fueron colectados y colocados individual-
mente en el interior de bolsas de plastico
de sello hermético, transportados al labo-
ratorio e inmediatamente procesados para
el aislamiento de los microorganismos. En

Aislamiento de bacterias

Los materiales sanitizados (frutos, hojas,
tallos) fueron seccionados en pequefios
fragmentos (~3 mm) y colocados en ca-
jas de Petri conteniendo medio de cultivo
estéril para crecimiento de bacterias (8 g
L' de hidrolizado de caseina, 0.0358 g L
MgSO,,2gL"KH,PO,, 10 g L" glucosa, 4 g
L extracto de levadura).

El medio de cultivo se incubd a 32 °C con
agitaciéon (10.62X102 x g durante 24 h;
concluida la incubacion una alicuota de la

el laboratorio, los materiales vegetales se
sanitizaron por medio de lavados con H,0
estéril (1 min), inmersion en 70% etanol
(2 min), incubacién en 0.36% de cloro co-
mercial (3 min) y enjuague con abundante
H,O estéril (2 min).

suspension se inoculd en el medio de cul-
tivo YDC (10 g L extracto de levadura, 20
g L' glucosa, 20 g L' CaCO,, 15 g L" agar)
en el medio MS (20 g L' agar, 10 g L' ma-
nitol, 3 g L' L-asparagina, 2 g L' K2HPO?,
0.5 g L' acido nicotinico, 0.2 g L' acido
nitrilotriacético, 4.0 mg L' azul de bromo-
timol, 10 mg L rojo neutro) o en el medio
KB (20 g L" peptona, 1.5gL"'KHPO,, 1.59
L' MgSO,, 15 mL L' glicerol, 15 g L agar).
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Los medios arriba descritos son selectivos
para Xanthomonas sp., Erwinia sp. 'y Pseu-
domonas sp., respectivamente. Cuando
se observo el desarrollo de las colonias se
analizaron sus caracteristicas morfoldgicas
en cada uno de los medios de seleccién. La
purificacion de las bacterias se realizé por
estria cruzada y dilucién en solucién isot6-
nica (0.86% NaCl).”"""? Con cada una de

Aislamiento de hongos

Para el aislamiento de los hongos los frag-
mentos de tejido, previamente sanitizados,
fueron inoculados en cajas de Petri conte-
niendo medio de cultivo de papa-dextro-
sa-agar (PDA) e incubados en oscuridad por
72 horas. Una vez desarrollado el micelio, los
hongos fueron purificados por medio de la
siembra de una hifa individual en medio de
Papa-Dextrosa-Agar (PDA) y posteriormen-

Ensayos de patogenicidad

La patogenicidad de los aislados bacte-
rianos se realizé sobre plantas de tabaco
(Nicotiana tabacum SR1) y plantas de Cap-
sicum chinense Jacq., de ocho semanas de
edad. Se inocularon 1x108 unidades for-
madoras de colonia mL" (1x10%8 UFC mL™"
en agua destilada estéril. La suspensién
bacteriana (200 uL) se infiltré en la vena
media utilizando una jeringa de insulina.
La patogenicidad de los aislados fungi-
cos fue analizada colocando el inéculo (5
mm de medio PDA conteniendo micelio
fungico) en la superficie de hojas de chi-
le habanero que previamente habian sido
laceradas con un bisturi estéril. Las plantas
inoculadas fueron introducidas en bolsas
negras para jardineria e incubadas por 96
horas en invernadero (75% + 5% de hu-
medad relativa y 28 + 3 °C). Al concluir el
tratamiento las hojas fueron analizadas

las cepas aisladas se realizaron pruebas de
patogenicidad sobre plantas, hojas y frutos
de chile habanero. Los aislados bacterianos
puros se identificaron mediante un sistema
automatizado Bioumerieux 32E ID (bioMé-
rieux) y pruebas fisioldgicas y bioquimicas.®
Las cepas aisladas se crioconservaron a-196
°C en una mezcla de 40% glicerol y medio
liquido Luria-Bertani.

te por la siembra de una espora individual
en medio PDA. Las cepas puras fueron iden-
tificadas por medio de claves taxonémicas
y ensayos de patogenicidad. Las cepas ais-
ladas se crioconservaron a -196 °C en una
solucién de 40% glicerol y medio BSM o en
40% glicerol y medio liquido de Papa-Dex-
trosa (PDB), respectivamente.

para respuesta hipersensible, sintomas de
licuefaccién o autofagia.

Los hongos se cultivaron en medio PDA,
donde mostraron diferentes caracteris-
ticas morfoldgicas. Con base en dichas
caracteristicas, asi como sus estructuras
reproductoras es que los hongos fueron
identificados a nivel de género.

Parte de las caracteristicas morfolégicas
de las bacterias cultivadas en el medio
BSM fueron consideradas para su clasi-
ficacidn inicial, éstas incluyeron su forma
de crecimiento, color, tamano, borde, ele-
vacion, consistencia y luz reflejada y trans-
mitida. Los microorganismos colectados
se mantienen como cepas individuales a
-80 °C.
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De los diferentes aislados bacterianos al-
macenados a-80 °C se tomaron 46 cepas al
azary se cultivaron individualmente en me-
dio BSM durante 24 h a 28 °C. Cada una de
las cepas fue sometida a diferentes pruebas
bioquimicas provistas en el paquete co-
mercial automatizado Biomerieux 32E ID,
con el fin de establecer su identidad.

Discusion

Los resultados del estudio muestran la
presencia de una amplia diversidad de mi-
croorganismos asociados al cultivo de C.
chinense. Parte de estos microorganismos
se identificaron mediante pruebas bioqui-
micas con el sistema automatizado Bio-
merieux 32E ID, el resto aun permanecen
sin identificar.

El contar con los aislados de los diferentes
microorganismos es un avance en el aisla-
miento y caracterizacion de los microorga-
nismos (patégenos y saprofitos) que estan
asociados al cultivo de chile habanero,
porque este tipo de estudios no se habian
realizado para el estado de Yucatan.

La mayoria de las plantaciones de Capsi-
cum chinense establecidas a cielo abierto
son atacadas por virus, los cuales pueden
ocasionar pérdidas de hasta 100% de la
produccion.® No obstante, poco se cono-
ce acerca del efecto que en el cultivo de
Capsicum chinense ejercen los microorga-
nismos asociados.

En Capsicum annuum se ha descrito que
Xanthomonas campestris es la causante de
la enfermedad conocida como mancha
bacteriana. Se conoce que bajo condiciones
favorables este patdégeno puede ocasionar
pérdidas considerables en la produccién de
chile," esto se debe a que varios de los pa-
tovares de Xanthomonas campestris tienen

La identidad de algunos de los aislados
fungicos mostré que en las diferentes
plantaciones, los mas comunes son Fusa-
rium sp y Helmintosporium, mientras que
los mas escasos fueron Papulospora sp., y
Cladiospora sp.

la capacidad para atacar un amplio rango de
chiles; ya sean cultivos establecidos en cam-
po o en invernadero.”'?

En el caso delos hongos es bien conocido su
efecto deletéreo en la produccién de chile,
particularmente de Fusarium sp y Alternaria
sp. Es por ello que es importante conocer
el tipo de microorganismos asociados a los
cultivos de chile habanero, en especial de-
terminar aquellos que son potencialmente
patogénicos. Dicho conocimiento podria
ser util para implementar medidas sanita-
rias donde se apliquen agroquimicos con
mayor selectividad.

La investigacion en chile habanero, como en
otras especies de importancia agronémica,
es un requisito para obtener informacién y
generar resultados para ayudar a mantener
mejores condiciones de cultivo y de manejo.
En el presente trabajo, como parte de la ca-
racterizaciéon del tipo de microorganismos
que estan asociados a las plantaciones de
chile habanero establecidas en Yucatan, se
aislaron 97 cepas de bacterias y 55 cepas de
hongos. Estos microorganismos constituyen
la primera coleccién que se establece partir
del chile habanero. El conocer el tipo de mi-
croorganismos que estan presentes en las
areas de produccién de las zonas muestrea-
das representa una ventaja, debido a que
pueden seleccionarse mejores tratamientos
fitosanitarios, si los microorganismos son
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fitopatdgenos. En cambio, si son benéficos,
entonces se podria intentar favorecer la per-
manencia de los mismos a través de la dis-
minucion en la aplicacion de agroquimicos.
Aungue no se ha logrado la identificacion
de todos los microorganismos aislados, los
resultados indicaron que una parte de los
microorganismos asociados a los cultivos de
C. chinense pueden ser resultado de la acti-
vidad humana realizada cerca de las areas
de cultivo. Por ejemplo, la deteccién positiva
de bacterias enteropatégenas o coliformes
puede ser consecuencia de que algunas
plantaciones aun se riegan con agua de
pozo poco profunda, probablemente con-
taminada. En Yucatan no existe drenaje por
lo cual el uso de letrinas y el fecalismo al aire
libre son eventos comunes.®

En lo que respecta a la capacidad de los mi-
croorganismos para desencadenar enferme-
dad, los aislados ChA11 y ChA14 indujeron
una respuesta de hipersensibilidad en hojas
de chile habanero, y pudricion en frutos de
esta misma especie. Ambos aislados se iden-
tificaron como miembros del género Pseudo-
monas por medio de pruebas bioquimicas.

Dada la capacidad de las cepas ChA11 y
ChA14 para generar la respuesta hipersen-
sible en chile habanero, las mismas podrian
ser utilizadas en el establecimiento de un
modelo de interaccion planta-patégeno,
especifico de chile habanero. También se
podrian aislar genes relacionados a la pa-
togénesis, ya que las dos cepas desenca-
denan una reacciéon de hipersensibilidad
y, por consiguiente las plantas de chile ha-
banero podrian estar expresando genes de
resistencia. Dichos genes se podrian utilizar
en programas orientados a la obtencién de
cultivos de interés agronémico, mas tole-
rantes al ataque de patégenos.

Por otra parte, las cepas ChA11 y ChA14
identificadas como Pseudomonas sp.
podrian ser utilizadas en programas de

biocontrol en chile habanero o en otras
solandceas. Su utilizacién en cantidades
suficientes para inducir la respuesta hiper-
sensible pero sin que dafie los tejidos de
las plantas de manera extensa, permitiria
iniciar el establecimiento de la respuesta
sistémica adquirida (RSA), la cual genera
una mejor proteccién a la planta ante el
ataque de patdgenos. Esta propuesta tiene
sustento en el hecho de que Pseudomo-
nas fluorecens aislada a partir de plantas
de tomate, ha sido utilizada como biocon-
trol de Pythium aphanidermatum.® Ade-
mas, la cepa de Pseudomonas fluorecens
(CECT5398), en combinacion con otras dos
bacterias, fue utilizada en el biocontrol de
Fusarium oxysporum y Rhizoctonia solani
que afectan los rendimientos de tomate y
chile.? Las plantas tratadas con esta com-
binacion de bacterias mostraron un mejor
crecimiento y productividad. Por el contra-
rio, las poblaciones de Fusarium oxysporum
y Rhizoctonia solani disminuyeron en forma
dramatica. La cepa de Pseudomonas aeru-
ginosa GRC1, también ha mostrado su ha-
bilidad para actuar como organismo anta-
gonista in vitro en in vivo contra Sclerotinia
sclerotiorum, pues su aplicacion en cultivos
de cacahuate redujo de manera importan-
te la poblacién de dicho patéogeno.?

En el caso de los hongos algunos de éstos
son patdgenos de plantas, tal es el caso de
Alternaria solani, un patdgeno importante de
las solandceas, y Fusarium, un patégeno de
diversas familias de plantas. Algunos otros
hongos se comportan como sapréfitos, solo
degradan la materia muerta. Por supuesto,
los mas interesantes son los hongos patége-
nos porque los mismos ocasionan pérdidas
importantes en la produccién de fruto.
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Conclusiones

Se aislaron diversos microorganismos aso-
ciados a cultivares de chile habanero loca-
lizadas en diferentes municipios del estado
de Yucatan.

Por medio del paquete Bioumerieux 32E
ID se identificaron 46 cepas bacterianas
aisladas de las plantaciones de Kini-Motul,
Lunche-Cuzamd, Chixchulub Pueblo, Tekat
y Ticul.
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Resumen

La bioprospeccion de frutos, plantulas y semillas de chile habanero (Capsicum
chinense Jacq.) mostré que la semilla es una fuente de péptidos antimicrobianos.
El extracto soluble de semilla tiene actividad antimicrobiana contra Xanthomonas
campestris, Pseudomonas aeruginosa y Erwinia carotovora. El fraccionamiento del
extracto soluble por cromatografia en columna rindié dos fracciones peptidicas
denominadas G10P1 y G10P2. La fraccién G10P1 contuvo dos polipéptidos mayo-
ritarios de 5.6 y 7.57 kDa y mostr6 la mayor actividad antimicrobiana en ensayos in
vitro. Un anticuerpo policlonal generado contra G10P1reconocié al polipéptido de
7.57 kDa y mostrd que éste se produce y acumula exclusivamente en las semillas
de C. chinense. El anticuerpo policlonal es la primera herramienta especifica que se
genera para estudiar a G10P1. Dado que la actividad antimicrobiana de la fraccién
G10P1 es contra bacterias fitopatdgenas, se sugiere que las semillas de chile haba-
nero podrian ser la fuente de agentes antimicrobianos de interés agricola.

Palabras clave
Péptidos antimicrobianos, biocidas naturales, Capsicum chinense Jacq., semillas

Introduccion

En animales y plantas existen proteinas que son capaces de eliminar bacterias,
hongos y otras clases de patdgenos.®'%'® Diversos trabajos proponen las proteinas
antimicrobianas como agroquimicos potenciales, dada su capacidad para inactivar
a los patégenos que atacan a las plantas de interés agricola.!”'%

Dada la necesidad de encontrar o producir compuestos antimicrobianos con me-
jores propiedades microbicidas, asi como con un menor efecto sobre la salud de
los seres humanos, animales y el medio ambiente, se ha estado explorando la
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posibilidad de que las proteinas antimicrobianas aisladas a partir de plantas puedan
ser utilizadas en la proteccion de las plantas de interés agrondmico u ornamental.®™

En Capsicum annuum, a partir de hojas y semillas se han aislado e identificado
genes y proteinas con capacidad antimicrobiana.’” Dado el potencial que a nivel
agroindustrial y farmacéutico representa la manipulacién de estos genes o de sus
productos, en este estudio se realizé una bioprospeccion con el fin de determinar
si en Capsicum chinense existen proteinas con capacidad de inhibir el crecimien-
to de los patégenos Erwinia carotovora, Pseudomonas aeruginosa 'y Xanthomonas
campestris. Se analizaron extractos proteicos totales obtenidos del pericarpio, se-
millas y plantulas de C. chinense. Se eligieron dichos tejidos porque se ha descrito
que en ellos se acumulan las proteinas con actividad microbiocida.®'” Se determi-
no que las semillas de C. chinense contienen péptidos de bajo peso molecular los
cuales poseen actividad antimicrobiana. En este trabajo se describe la purificacion
de una fraccién antimicrobiana denominada G10P1 asi como la generacién de un
anticuerpo policlonal contra dicha fraccién, el reconocimiento especifico de un
polipéptido de 7.57 en la fraccion G10P1y la especificidad de la acumulacién de
dicho polipéptido. Ademas, se describe el efecto de la fraccion G10P1 cuando en
mezclas con Erwinia carotovora se infiltra sobre plantas de jitomate (Solanum escu-

lentum), creciendo en condiciones de invernadero.

Resultados

Colecta de frutos, semillas y plantulas
Se colectaron frutos sazones y maduros de
cultivares criollos de Capsicum chinense. Los
frutos maduros se seleccionaron con base
en su color naranja (Figura 1A), dado que el
cambio de color verde a naranja es indicati-
vo de madurez fisioldgica y comercial.

Los frutos sazones fueron seleccionados
con base en su tamano y fueron frutos que
tenian didmetros de 2-3 cm en la parte mas
ancha del pericarpio y de 4 a 5 cm de largo.
Las plantulas fueron de ocho semanas de
edad (Figura 1B), provenientes de semilla
criolla del cultivo naranja. Las semillas (Fi-
gura 1C) se extrajeron de los frutos criollos
de color naranja.

Extraccion de proteinas

Cien gramos de tejido de pericarpio, semillas
o plantulas de chile habanero, fueron desin-
fectados individualmente por sumersion en

250 mL de etanol 70% durante 2 minutos;
a continuacién se adicionaron 250 mL de
hipoclorito de sodio comercial al 0.024% y
se incubd por 5 minutos; cada uno de los
tejidos se lavd con agua destilada estéril por
5 minutos; por ultimo, se enjuagaron con
agua destilada estéril por 5 minutos. Cada
uno de los tejidos se homogenizé con amor-
tiguador de extraccion conteniendo Tris-
HCI, pH 7.5, NaCl, leupeptina y -mercap-
toetanol. Cada uno de los extractos se filtro
de manera individual por una doble capa de
gasa; el filtrado se separd por centrifugacion
a4 °C. Se recuperd el sobrenadante y se de-
nomind fraccién soluble (FS). El precipitado
se disolvié en 10 mL de amortiguador de ex-
traccion, adicionado con 0.1% de Tween 20
y se le denominé fraccion membranal (FM).
Se evalué la actividad inhibitoria de las frac-
ciones membranal (FM) y soluble (FS) sobre
el crecimiento de Xanthomonas campestris,
P. aeruginosa 'y Erwinia carotovora.
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Figura 1
Diferentes tejidos de Capsicum chinense
utilizados para la extraccion de proteina

Frutos (A); plantulas (B); semillas (C).

Determinacion de la actividad
antibacteriana in vitro

Para la determinacion de la actividad an-
timicrobiana, una suspension (1x108 UFC/
mL) de Xanthomonas campestris, Erwinia
carotovora o Pseudomonas aeruginosa, fue
mezclada en medio BSM (Sigma). Veinte
mL del medio BSM conteniendo inoculo
individual de cada una de las bacterias fue
vertido en cajas Petri y se dejo solidificar.

Posteriormente, sobre el medio inoculado
se colocaron cuatro discos de papel estéril
(3MM, Whatman); a cada disco se le apli-
caron extractos conteniendo 150 y 300 pg
de proteina de los diferentes tejidos; cada
extracto se analiz6 por separado. Las ca-
jas Petri se incubaron a 32 °C; la inhibicién
del crecimiento se determiné a través de
la formacién de halos de inhibicién. Como
control se utilizé ampicilina (0.4 mg mL",
control positivo) y amortiguador de extrac-
cion (control negativo).*'? Las fracciones
soluble y membranal obtenidas del pericar-
pio de los frutos o de las plantulas no tuvo
efecto sobre el crecimiento de X. campestris
y P. aeruginosa (datos no mostrados).

En contraste, se observé que la proteina de
semilla de ambas fracciones (soluble y mem-
branal) inhibia levemente el crecimiento de
X. campestris y P. aeruginosa; por facilidad de
extraccién y de manipulacién se continué

trabajando con la fracciéon soluble (Figura 2,
paneles By D, nimeros 2y 4).

Figura 2

Efecto de la proteina de semilla de C. chinense sobre
el crecimiento de X. campestris y P. aeruginosa. Ex-
tracto de proteina membranal (A'y C) y soluble (By
D) sobre X. campestris (A'y B) y P. aeruginosa (C y D).
Amortiguador de extraccién (1); 150 g (4); 300 g
de proteina (2) y 0.4 mg mL" de ampicilina (3).

Purificacion de polipéptidos

La purificacion de la proteina contenida en la
fraccion soluble se realizé por cromatografia
en columna utilizando resina Sephadex G50
y G10. Como eluyente se empled Tris-HCl, pH
7.5 adicionado con NaCl. Un mL del extracto
proteico (750 ug de proteina/mL) se fracciond
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en una columna, conteniendo resina Sepha-
dex G50. La columna fue eluida a 15 mL/h. Se
colectaron fracciones de 750 uL en tubos de
ensayo. El monitoreo de la elucién de la pro-
teina a partir de las columnas se realizé a 280
nm en un espectrofotémetro (Genesys 10 UV,
ThermoSpectronic) (Figura 3). Las fracciones
colectadas se liofilizaron y se resuspendieron
en amortiguador de extraccion. A la fraccion
resultante se le llamé G50P2. Para el segundo
paso de purificacion se utilizé una columna
empacada con Sephadex G10.

Figura 3
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Perfil de elucidn a 280 nm de la proteina soluble de
chile habanero después de ser fraccionada por cro-
matografia en una columna empacada con resina
Sephadex G50.

A esta nueva columna se le adicioné 1 mL
del extracto G50P2. Las condiciones de frac-
cionamiento fueron iguales a las empleadas
en la columna Sephadex G-50. A la fraccion
resultante se le llamé G10P1.

El ensayo de actividad antimicrobiana
mostré que las fracciones G50P2 y G10P1
inhibian eficientemente el crecimiento
de X. campestris y P. aeruginosa (datos no
mostrados), por tal razén, por medio de
electroforesis en gel de poliacrilamida se
analizé la composicion de polipéptidos de
cada una de las fracciones (Figura 4).

Electroforesis de proteinas en

geles desnaturalizantes

de poliacrilamida

Proteina (10 pg), obtenida en el extrac-
to total, la fraccion G50P2 y en la fraccion
G10P1, fue sometida a electroforesis en
geles de 15% de poliacrilamida (SDS-PAGE)
a 100 V por 4 horas. La tincion del gel con
azul de Coomassie mostré que la fraccién
G10P1 contenia un par de péptidos con pe-
sos moleculares de 7.57 y 5.6 kDa (Figura 4).

Dado que la fraccion G10P1 seguia inhi-
biendo in vitro el crecimiento de las bac-
terias X. campestris y P. aeruginosa, se de-
cidié utilizar la fraccién para generar un
anticuerpo policlonal contra la misma.

Figura 4
Analisis por electroforesis de las
diferentes fracciones proteicas obtenidas
de semillas de Capsicum chinense

G\QQ\

Extracto total (ET); fracciones G50P2 (G50P2) y
G10P1 (G10P1).

Generacion de un anticuerpo
policlonal contra G10P1

La generacion del anticuerpo policlonal
contra la fraccién G10P1 se realiz6 en un
conejo hembra, hibrido (Nueva Zelanda/
Nuevo México), de 1 ano de edad y un
peso ~2 kg. El suero preinmune se obtu-
vo a partir de la sangre colectada (30 mL)
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de una incision realizada en la vena mar-
ginal de la oreja del conejo (cara externa).
La sangre se dejo reposar a temperatura
ambiente hasta que se formé un coagulo,
enseguida se decanto el suero preinmune
y se centrifugé a 1000 rpm. Se recuperd
el sobrenadante y separd en alicuotas de
500 L, las alicuotas se almacenaron a -20
°C hasta su utilizaciéon. La inmunizacién
del conejo se realizé con 1 mL de adyu-
vante completo de Freund y 82.5 ug de la
fraccién G10P1, la mezcla se inoculd en la
zona subescapular; quince dias después
de la primera inoculacién, se reinmunizé
al conejo, con el fin de garantizar la pro-
duccién de los anticuerpos policlonales.

La reinmunizacién se realizd disolviendo
la fraccion G10P1 (82.5 ug) en 1 mL de
adyuvante incompleto de Freund e ino-
culando subcutdneamente. La colecta del
suero inmune se realizé 30 dias después
de la primera inmunizacion.

El analisis por Western blot de la calidad
del anticuerpo generado contra la frac-
cion G10P1 mostré que el suero inmune
reconoce al polipéptido de 7.57 kDa con-
tenido en la fraccién G10P1 (Figura 6, pa-
nel B, carriles 1y 2).

Figura 5
Esquema general de inmunizacion

Extraccion de semillas (1); analisis por electroforesis
delafraccion G10P1y obtencién del polipéptido de
7.57 kDa (2), inmunizacién de conejo (3).

Figura 6
Inmunoreconocimiento
del anticuerpo anti G10P1

Western blot con una dilucién 1:500 del suero pre-
inmune (A) o del suero inmune contra G10P1 (B).
Proteina total (10 ug) de semilla (1), o fraccion G10P1
(2). El inmuno-reconocimiento se revelé con un an-
ticuerpo secundario contra conejo (1:10,000) conju-
gado a peroxidasa de rabano. La flecha a la derecha
indica el polipéptido reconocido por el suero inmune.

Determinacion por Western blot

del tejido donde se acumula

el péptido de 7.57 kDa

Proteina (3 pg) contenida en el extracto
proteico de semillas, hoja, tallo, raiz y flor de
C. chinense fue separada por electroforesis
en geles disociantes de 15% de poliacri-
lamida. Posteriormente, el perfil proteico
fue electrofransferido a membranas Hy-
bond-PVDF, a 400 mA. Las membranas se
bloquearon con 5% de leche descremada
en amortiguador de fosfatos. Concluido el
bloqueo, las membranas se lavaron con 30
mL de PBS y se inmunodetectaron en una
dilucién 1:500 del anticuerpo contra G10P1
en amortiguador de fosfatos. Las membra-
nas se incubaron por 2 h., en una dilucién
1:10000 de anticuerpo secundario contra
conejo, acoplado a peroxidasa de rabano.
La reaccion de inmunodeteccion se reveld
por quimioluminiscencia. Se observé que
el anticuerpo contra G10P1 reconoce al
polipéptido de 7.57 kDa solo en la fraccién
G50P2 (Figura 7, linea 1) y en la fraccién de
proteina total de semilla (Figura 7, linea 2),
demostrandose de esta forma que la acu-
mulacién de este péptido ocurre Unica-
mente en la semilla de C. chinense.
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Una vez que se determiné que la fraccion
G10P1 mantenia su actividad antimicro-
biana in vitro contra Xanthomonas cam-
pestris, P. aeruginosa y E. carotovora (datos
no mostrados), se continué evaluando el

Figura 7
Perfil de polipéptidos

1 2 3456 1 2 3 456

kDa
— 20

<= 7.57
—2S5.6

Se muestra un gel desnaturalizante de 15% de poliac-
rilamida y Western blot contra el extracto proteico total
proveniente de semillas, tallo, hoja y flor de C. chinense.
Gel de 15% de poliacrilamida (SDS-PAGE), tefiido con
azul de Coomassie (A) y Western blot con el anticuerpo
contra G10P1 (B). En el carril 1y 2 se cargaron 3 ug de
proteina de la fraccion G50P2 y extracto soluble de se-
milla, respectivamente. Proteina (25 pg) de los extractos
deflores (3), hojas (4), tallos (5), raices (6). El Western blot
se revel6 por quimioluminiscencia utilizando un anticu-
erpo secundario conjugado a peroxidasa.

potencial de la fraccién G10P1 para inhi-
bir el crecimiento de E. carotovora, una
vez que la bacteria se inocula en plantas
de jitomate creciendo en condiciones de
invernadero (Figuras 8,9y 10).

Figura 8
Aspecto visual de plantulas de jitomate

Las plantulas fueron mantenidas en condiciones de
invernadero. Tallos (A) y hojas (B) de jitomate de 30
dias de germinado.

Evaluacion de la actividad contra Erwinia carotovora
de la fraccion G-10P1 en condiciones de invernadero

Germinacion de semillas de jitomate
Semillas de jitomate (Solanum esculentum)
de la variedad hibrida Maya, la cual no es
tolerante a bacteriosis, fueron sembradas
en una charola de germinacion (1 semilla
por cavidad) y germinadas bajo condi-
ciones semicontroladas de temperatura
(27 °C) y humedad relativa (57%) en una
mezcla de sustrato estéril peatmoss-agro-
lita (2:1). Las plantulas que emergieron
se transfirieron a vasos de plastico conte-
niendo agrolita estéril (Figura 8).

Infiltracién de Erwinia carotovora en
hojas y tallos de plantulas de jitomate
De un lote de 12 plantulas de jitomate es-
tablecidas en invernadero, tres plantulas

fueron infiltradas en tallo y tres en hojas
con 1X108 UFC de Erwinia Carotovora (EC).
Las restantes seis plantulas fueron infil-
tradas con 0.146 M de solucion salina. Las
plantulas de ambos lotes fueron selladas
con bolsas trasparentes de plastico a fin de
mantener en los vasos la humedad relati-
va, superior a 60%. La evaluacién visual del
efecto del tratamiento se efectué 48 horas
después de la infiltracién.

Se determiné que E. carotovora macera tanto
las hojas como los tallos de las plantulas de
jitomate donde se infiltra (Figura 9, paneles
Ay B). En contraste, las plantulas infiltradas
con solucién salina no mostraron sintomas
de dano (Figura 9, paneles Cy D).
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Figura 9
Aspecto visual en plantulas de jitomate
48 horas después de la infiltracion

Las plantulas fueron revisadas 48 horas después de la infiltracién
con la 1x108 UFC/mL de Erwinia carotovora 0 0.146 M de solucion
salina. Plantulas infiltradas con E. carotovora en hoja (A) o en tallo
(B). Plantulas infiltradas con 0.146 M de solucion salina (C, D).

Inoculacion de plantulas

de jitomate con Erwinia carotovora
adicionadas con la fraccion

proteica G10P1

De un lote de 12 plantulas de jitomate esta-
blecidas en invernadero, tres se infiltraron
en tallo y tres en hoja con 150 pl de solu-
cién conteniendo 1X10% UFC de Erwinia
Carotovora y 100 ug de la fraccién G10P1
(Figura 10 paneles Ay C), o con 0.146 M de
solucion salina (Figura 10 paneles By D).

Inoculacion de plantulas

de jitomate con Erwinia carotovora
adicionadas con el bactericida
Agrimicin 500

Un lote de seis plantulas establecidas en
condiciones de invernadero fue infiltrado en

tallo (3) y hoja (3) con 150 pl de solucién 1X
108 UFC de Erwinia Carotovoray 10 pug/uL de
agrimicin 500. Las plantulas de ambos lotes
fueron selladas con bolsas transparentes de
plastico con el fin de mantener en los vasos
la humedad relativa superior al 60%. El bac-
tericida agricola es comercial y actualmente
se vende con el nombre de Agrimicin 500, el
cual cuenta con estreptomicina + oxytretra-
ciclina + cobre como sustancias activas. Se
observd que después de 48 horas las plan-
tas permanecen sin dafnos aparentes. Este
hecho sugiere que el agrimicin es un buen
bactericida. Este resultado era de esperarse
dado que es uno de los bactericidas mas
empleados en campo para el combate de
las infecciones bacterianas.
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Figura 10
Aspecto visual en plantulas de jitomate
después de 48 horas de tratamiento

Aspecto visual en plantulas de jitomate después de 48 horas de
tratamiento con la combinacién de Erwinia carotovora y la fraccién
G10P1 Plantulas infiltradas en hoja (A), plantulas infiltradas en tallo
(Q). Plantulas control de cada tratamiento (B, D). Después de 48 h
de la infiltracién, se observé que las plantas que fueron infiltradas
con la mezcla de E. carotovora-fraccién G10P1 habian sufrido mace-
ramiento tanto en hojas como en tallo. En contraste, las que habian
sido infiltradas con solucién salina no mostraban daro. El hecho
de que la fraccién G10P1 no fuera lo suficientemente potente para
abatir el efecto de E. carotovora sobre las plantas de jitomate, de for-
ma preliminar sugiere que esta fracciéon pudiera no ser una buena

base en la busqueda de un agroquimico natural.

Discusion

La adicion de extractos de proteina total
de fruto maduro de C. chinense a cultivos
de las cepas de X. campestris y P. aerugino-
sa, no afecto el crecimiento in vitro de estos
microorganismos, aun cuando se utilizaron
300 pg de proteina, cantidad que excede
por mucho a las que han sido adicionadas
en otros estudios. Duvick y colaboradores
(1992) utilizaron 60 ug de la proteina MBP1
aislada de maiz, para inhibir completamen-

te el crecimiento de Fusarium graminearum
y Fusarium moniliforme. Mas aun, las protei-
nas aisladas de semillas de Mirabilis jalapa,
denominadas Mj-AMP1 y mj-AMP2, evitan
la elongacion de las hifas de F. sporotrichoi-
desy F. culmorum a concentracionesde 0.5 a
20 pug.?En C. annuum, a partir de fruto ma-
duro se aislé un gen que codifica para una
defensina y otro que codifica una proteina
denominada estelacianina, este Ultimo se
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Figura 11
Aspecto visual en plantulas de jitomate
48 horas después de la infiltracion

Aspecto visual de plantulas de tomate rojo 48 h después de haber sido infiltradas con
una combinacién de E. carotovora y agrimicin 500. Plantulas infiltradas en hoja con E.
carotovora-agrimicin 500 (A), plantulas infiltradas en tallo con (E. carotovora-agrimicin
500 (B). Plantula control infiltradas en hojas (C) y tallos (D) con 146 mM de solucion salina.

induce en presencia de X. campestris.""'? El
hecho de que en los extractos proteicos to-
tales de los frutos no se detect6 inhibicion
del crecimiento de los microorganismos
analizados podria ser consecuencia de que
los microorganismos utilizados en este estu-
dio usan el extracto de fruto como un me-
dio de crecimiento. En este sentido, en C. an-
nuum se han aislado dos microorganismos
identificados como Variovorax paradoxus y
Pseudomonas putida, los cuales presenta-
ron un aumento en su crecimiento cuando
se anadié capsaicina al medio de cultivo de
ambos.© Por su parte, Cichewicz y Thorpe®
detectaron que extractos de diferentes te-
jidos de Capsicum annuum promovieron el
crecimiento de algunas bacterias patogéni-
cas de plantas y humanos.

Los extractos de plantulas inhibieron es-
casamente el crecimiento de X. campestris.
Este no es un resultado raro dado en la na-
turaleza, en muchas ocasiones las plantulas
de algunas semanas de edad ya cuentan
con barreras fisicas que dificultan su coloni-
zacion y por ello ya no requieren sintetizar
péptidos antimicrobianos. La fraccion solu-
ble de extractos de semilla produjeron una
inhibicion del crecimiento de X. Campestris y
P. aeruginosa a dosis de 150y 300 pg de pro-
teina. Estos resultados sugieren que la frac-
cién soluble contiene compuestos proteicos
con capacidad de inhibicién del crecimiento
de dichos microorganismos.
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Se ha descrito que en las semillas de C. an-
nuum hay dos proteinas antimicrobianas que
inhiben completamente el crecimiento de las
levaduras Saccharomyces cerevisiae y Saccha-
romyces pombe, y que causan una inhibicion
parcial sobre el crecimiento de Candida albi-
cans. Una de esas proteinas tiene homologia
con las proteinas de transferencia de lipidos
(LTP, de sus siglas en inglés Lipid Transfer Pro-
teins); estas proteinas se encuentran en la
pared celular vegetal y en los glioxisomas, en
ambos casos implicadas en el metabolismo
de lipidos. Adicionalmente, otras LTP aisladas
de hojas de Arabidopsis, espinaca, cebada,
maiz, semillas de rdbano y girasol, han mos-
trado capacidad para inhibir a los patégenos
P. solanacearum, C. michiganensis, Fusarium
solani, Rhizoctonia solani, Trichoderma viride y
Cercospora beticola.” Por tanto, era de espe-
rar que los extractos de semillas de C. chinen-
se contuvieron algin compuesto proteico
con actividad antimicrobiana.

Estos resultados coinciden con varios re-
portes que describen el aislamiento de
proteinas antimicrobianas a partir de hojas,
flores, tallos y semillas.*'® Ademas, Texeira
y colaboradores!'” aislaron proteinas cati6-
nicas y anionicas de extractos de pared ce-
lular de C. Annuum. Dichas proteinas tuvie-
ron efecto inhibitorio sobre Pseudomonas
solanacearum y Clavibacter michiganensis
sub. michiganensis.

La determinacién de que la fraccién deno-
minada G10P1 mantenia la actividad an-
tibacteriana y que solo contenia un par de
polipéptidos de 7.57 y 5.6 kDa, permitié
generar un anticuerpo policlonal contra la
fraccion G10P1. El anticuerpo y permitié de-
terminar que el polipéptido de 7.57 kDa se
acumula Unicamente en la fraccién proteica
de semilla, pero no en tallo, hoja, raiz, flor o
fruto de C. chinense. El anticuerpo serd una
herramienta bioquimica que permitira reali-
zar diversos estudios de caracterizacion de
la fraccion G10P1.

La evaluacién en condiciones de inverna-
dero de la actividad antimicrobiana de la
fraccion G10P1 sobre plantulas de tomate
rojo que fueron inoculadas con Erwinia ca-
rotovora; o con una combinacion de E. caro-
tovora-fraccién G10P1 o con una mezcla de
E. carotovora-Agrimicin 500 o con solucién
salina, permitié determinar que en dicha
condicién la fraccion G10P1 no se inhibio la
infectividad de E. carotovora sobre las plan-
tulas del tomate rojo, dado que las plantas
inoculadas con este microorganismo su-
frieron maceramiento. Este hecho sugiere
gue aun se deben realizar experimentos
tendientes a optimizar la actividad antimi-
crobiana de G10P1 cuando se trabaja en
condiciones diferentes a las de in vitro. En
contraste, mezclas de E. carotovora-Agrimi-
cin 500 previnieron el maceramiento de las
plantulas de tomate, mostrando con ello la
efectividad del bactericida agricola para in-
hibir la actividad infectiva de E. carotovora.

En resumen, los resultados anteriores
muestran que las semillas de C. chinense
contienen péptidos con actividad antimi-
crobiana. Una fraccion denominada G10P1
se purificd en este estudio y en ensayos
in vitro mostré su efectividad para inhibir
el crecimiento de cepas de bacterias fito-
patégenas de cultivos agronémicamen-
te importantes. No obstante, cuando en
invernadero se evalué la capacidad de
G10P1 para inhibir la infectividad de Erwi-
nia carotovora sobre plantas de tomate no
se encontré inhibicién. La falta de actividad
inhibitoria en invernadero no es indicativa
de que la fraccion G10P1 no sirve sino que
sugiere que falta analizar en mayor detalle
el comportamiento de esta fraccion.

La generacion del anticuerpo contra la
fraccion G10P1 es la primera herramienta
especifica con la cual se cuenta para reali-
zar una mejor caracterizacién bioquimica 'y
molecular de dicha fraccion.
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Conclusiones

Los mejores resultados in vitro de la inhi-
bicion del crecimiento de las diferentes
bacterias fitopatégenas se obtuvieron con
el extracto soluble de semillas ya que esta
fraccién redujo el crecimiento de las bacte-
rias Xanthomonas campestris y Pseudomo-
nas aeruginosa.

El fraccionamiento del extracto soluble por
cromatografia en columna produjo dos
fracciones denominadas G10P1 y G10P2;
la fraccion G10P1 fue la que in vitro mostro
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Resumen

El objetivo de este trabajo fue contribuir a determinar los efectos que tienen el etile-
no (ET), el acido salicilico (SA) y el jasmonato de metilo (MeJA) durante la interaccién
de plantulas de chile habanero con Phytophthora capsici o Fusarium oxysporum. La
estrategia experimental consistié en asperjar plantulas con alguno de los tres fito-
reguladores y, posteriormente, inocularlas para evaluar la sintomatologia que desa-
rrollaban y analizar la expresién de un grupo de genes marcadores de estrés y de
defensa de la planta. Los resultados mostraron que el tratamiento con etefon tuvo
un efecto diferencial en la defensa de la planta dependiendo del microorganismo
patdgeno del que se tratara, que indujo un estado de resistencia contra P. capsici
(sugiriéndose que la expresion del gen PR1 es importante para su establecimiento),
y uno de susceptibilidad frente a F. oxysporum. Los tratamientos con SA 'y MeJA no
indujeron respuestas de defensa en la planta contra P. capsici.

Palabras clave
Fusarium oxysporum, marchitez del chile, Phytophthora capsici, reguladores del
crecimiento vegetal, resistencia sistémica

Introduccion

Los reguladores del crecimiento vegetal (RCV) son moléculas de sefalizacion que
a concentraciones bajas, en el rango de 10 a 100 ng/g, regulan diversos procesos
fisiolégicos en las plantas, dentro de los que se encuentran el crecimiento y el de-
sarrollo del tejido vegetativo, asi como el de las flores y los frutos, la senescencia y
abscisién de hojas, flores y frutos, la maduraciéon de frutos y las respuestas frente a
diversos tipos de estrés.”
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Durante la interaccion planta-patégeno se ha observado que los RCV pueden in-
ducir respuestas de defensa en la planta,® pero también pueden contribuir a que
se establezca la enfermedad o a que ésta se presente con mayor rapidez;® existen
algunos microorganismos que sintetizan moléculas estructuralmente similares a
algunas fitohormonas y que tienen la capacidad de manipular el funcionamiento
de la célula vegetal,” lo que resulta en una infeccion exitosa por parte del fito-
patoégeno. Las fitohormonas mas estudiadas durante las respuestas de la planta
a estrés bidtico han sido el SA, el MeJA y el ET; incluso se considera que el efecto
de otras fitohormonas durante la interaccion planta-patégeno es a través de la
intercomunicacién que tienen con las rutas de sefalizacion mediadas por el SA'y
el MeJA, las cuales generalmente se consideran antagodnicas.”

En nuestro grupo hemos estudiado la interaccién del chile habanero con dos
microorganismos patégenos, uno de ellos es el oomiceto Phytophthora capsici,
que ocasiona pérdidas devastadoras en los cultivos de chile en México y en otros
paises, y el otro es el hongo Fusarium oxysporum, que ocasiona la pudricién y la
marchitez del chile.

La estrategia ha consistido en asperjar plantulas de un mes de edad, cultivas in vitro o
en invernadero, con SA, MeJA o etefén (compuesto liberador de ET), e inoculandolas
con micelio de alguno de los dos patdgenos, en las hojas o en la raiz, y evaluando
diferentes parametros durante las interacciones, como la sintomatologia que presen-
taban las plantulas, la expresién de 21 genes que codifican a proteinas con diversas
funciones celulares, incluidas las respuestas de defensa, como NPR1 (non-expressor
of pathogenesis related genes 1), GST (glutathione S-transferase), PR1y PR10 (patho-
genesis related 1/10), PDF1.2 (plant defensin 1.2), LOX (lipoxygenase), ACO (ACC oxi-
dase) en las hojas, y analizando a nivel microscépico el crecimiento del patégeno en
las raices y tallos de las plantulas.

Resultados

P. capsici infecta las plantulas de chile ha-
banero a través de la raiz o de las hojas e
induce la expresion de genes de respuesta
a estrés.

La inoculacién de la raiz o directamente
en las hojas de chile habanero con micelio
de P. capsici ha sido una buena estrategia
para lograr una infeccién exitosa de las
plantulas por parte del oomiceto. Cuando
se inocularon dos hojas de la plantula, a
los tres dias después de la inoculacién (di),
todas las hojas ya se encontraban marchi-
tas y necrosadas.®

Las raices se inocularon cultivando las
plantulas en medio liquido y colocando en
el medio un disco de micelio de P. capsici.
A las 12 h di, se observaron mediante mi-
croscopia electrénica de barrido, pequenas
hifas en la raiz, sugiriendo que las zoospo-
ras habian migrado hacia el tejido, habian
enquistado y germinado.”” A las 24 h, el
micelio ya se encontraba cubriendo la co-
ronilla de la raizy se observaba la presencia
de esporas en las lenticelas. Al observar los
cortes transversales de la raiz, se aprecié
que las esporas se encontraban adheridas
a las células epidermales y corticales. La
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evaluacion de la infeccién a las 48 y las 72
h mostré que la raiz se encontraba total-
mente cubierta con micelio de P. capsici 'y
el tejido vegetal se encontraba totalmente
colapsado y necrosado.”

Se evaluo la expresion de genes del hospe-
dante en tejido local (directamente inocula-
do) y sistémico (distante al tejido inoculado),
mediante Northern reverso y PCR en tiempo
real. En el tejido local se indujo la expresion
de genes como una esterasa, una GST1, una
metalotioneina, dos w-6 desaturasas y dos
PR10, demostrandonos que la planta perci-
be la presencia del oomiceto. A nivel sisté-
mico la inoculacién con P, capsici indujo la
expresion de dos MAPKs.®

El etileno indujo la resistencia

del chile habanero contra P. capsici
El tratamiento con etefén indujo la resis-
tencia en el chile habanero, ya que el mar-
chitamiento y la necrosis originados por
el oomiceto se retrasaron o no se presen-
taron en las plantulas asperjadas con este
compuesto. A los tres dias di, el 90% de las
plantulas testigo presentaban necrosis y
marchitez en las hojas inoculadas, mientras
que 60% de las plantulas asperjadas con
etefén no mostraban ningun sintoma de la
enfermedad.®

La resistencia inducida por el etefén se
presentd a nivel sistémico, ya que cuando
se asperjaron las hojas de las plantulas y se
inocularon las raices, se inhibié la migra-
cién de las esporas hacia la epidermis de
la raiz, se detuvo el avance del patégeno
a través de los vasos conductores (xilema
y floema) y como consecuencia de ello, se
mantuvo la integridad de los tejidos de la
raizy del tallo.”

Al analizar la expresion de un grupo de ge-
nes, se observé que la aspersiéon con etefén
indujo la expresion de PR1, sugiriéndonos

que su participacion es importante duran-
te la resistencia del chile habanero contra P,
capsici©

Para corroborar que los efectos observados
en las plantulas de chile habanero tratadas
con etefén se debian a la liberacion de ETy a
su percepcion por las células vegetales, previo
a la aspersién con etefodn, las plantulas se tra-
taron con nitrato de plata, un compuesto que
tiene la capacidad de inhibir la percepcion de
ET. Los resultados mostraron que las plantu-
las tratadas con nitrato de plata presentaban
una susceptibilidad similar a las plantulas sin
tratamiento, indicando que la resistencia ob-
servada en las plantulas tratadas con etefén
era una respuesta especifica del ET.©

El acido salicilico y el jasmonato

de metilo no inducen resistencia en
chile habanero contra P. capsici bajo
las condiciones analizadas

en este trabajo

Al asperjar las plantulas de chile habanero
con MeJAy SA, se observé que las plantulas
presentaban los mismos sintomas que las
plantulas testigo, es decir, presentaban sin-
tomas de necrosis y marchitamiento a partir
de los dos dias di.”)

La evaluacién de los genes PDF1.2, LOX y
NPR1, mostraron que la induccién en su
expresion no se relaciond con un incre-
mento en la resistencia de la planta. Los
dos primeros genes se consideran marca-
dores de la ruta de sefalizacién mediada
por el MeJA, y el tercero por el SA. A pesar
de que su nivel de expresion fue alto, las
plantas fueron susceptibles al ataque por
el oomiceto.”

La expresion de PDF1.2 se incrementd has-
ta las 8-24 h di, en las plantulas asperjadas
con MeJA e inoculadas con P, capsici, pos-
teriormente disminuy6 a las 48-72 h di. En
los tiempos tempranos de la interaccion la
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expresion fue mayor cuando las plantulas
fueron asperjadas e inoculadas, pero en los
tiempos medios, la expresion fue mayor
cuando las plantulas fueron Unicamente
asperjadas con MeJA.” Lo que sugiere que
P. capsici puede inducir cambios en las rutas
de sefalizacién de la planta, que regulan la
expresion de PDF1.2

La expresion del gen LOX fue alta cuando
las plantulas se asperjaron con MelJA; sin
embargo, cuando las plantulas se asperja-
ron e inocularon con P. capsici, su expresion
disminuyd en los tiempos tempranos de
la interaccion (0-4 h di), sugiriendo que el
patdgeno inhibe la acumulacion del trans-
crito de LOX; sin embargo, el mecanismo es
aun desconocido.”

La expresion de NPR1 se indujo cuando las
plantulas fueron asperjadas con SA e inocu-
ladas con P, capsici a las 48-72 h di,® indican-
donos que la participacion de NPR1 no es
determinante para que la planta se defienda
contra P, capsici; sin embargo, es importante
mencionar que los resultados presentados
son a nivel génico, y que las regulaciones
postranscripcionales, traduccionales y pos-
traduccionales son importantes para regular

Discusion

La marchitez del chile ocasionada por P. cap-
sici es una enfermedad devastadora que se
reportd por primera vez en 1922 en Nuevo
México,"® por un corto periodo se logré
controlar la enfermedad mediante el uso de
fenilamidas; sin embargo, actualmente exis-
ten cepas resistentes a estos compuestos
quimicos™ y no existe un control efectivo
contra el oomiceto, por lo que estudiar los
mecanismos de defensa de la planta resulta
una estrategia atractiva que podria permitir
manipular estos mecanismos para controlar
diversas enfermedades.

la funcién de las proteinas, y que la funciéon
de NPR1 depende de las modificaciones
postraduccionales que sufre en la célula."®

El etileno indujo la susceptibilidad del
chile habanero contra F. oxysporum
Estd bien documentado que los RCV pue-
den tener efectos contrarios durante el es-
tablecimiento de una respuesta de defensa
en la planta, dependiendo del patosistema
en particular, en estos estudios se pudo de-
terminar que el ET favorece el desarrollo de
la marchitez y necrosis en chile habanero
inoculado con F. oxysporum, los resultados
concuerdan con los obtenidos en otra sola-
nacea inoculada con el mismo patégeno, ™
donde se observé que plantas mutantes en
la percepcion del ET eran mas tolerantes al
hongo.

Los resultados mostraron también que la
expresiéon de un grupo de genes relaciona-
dos con las respuestas de la planta a diver-
sos tipos de estrés es importante para que
la planta se defienda contra F. oxysporum
y que el tratamiento con etefén inhibe la
expresion de la mayoria de estos genes./?

El determinar que la inoculacién con P. cap-
sici induce la expresion de diversos genes
de respuesta a estrés en la planta, permi-
te sugerir que se induce una respuesta de
defensa; sin embargo, ésta no es suficiente
para contrarrestar el ataque.

Con los resultados obtenidos podemos su-
gerir que, de los tres RCV analizados, el ET
es el que desempefa un papel importante
en el establecimiento de la defensa del chi-
le habanero contra P. capsici; sin embargo,
no se puede descartar que la regulacién
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de las rutas de sefalizacién mediadas por
los otros RCV sea importante; esto, consi-
derando el alto nivel de intercomunicacion
que se lleva a cabo en esta rutas.

Debido a que se establece una resisten-
cia sistémica inducida por el ET, el avance
del patdégeno deberia ser bloqueado, aun

cuando éste pueda penetrar los sistemas
de defensa constitutivos basales (Figura 1).
Los resultados corroboran esta hipdtesis, ya
que en los tejidos de las plantulas tratadas
con etefon practicamente se eliminaron
los sintomas, pero si se encontré ocasional-
mente esporas y micelio en los tejidos mas
externos de las raices.”

Figura 1
Esporangio de P. capsici emergiendo
de una hoja de chile habanero tratada con etefén

A los dos dias di se observé en el microscopio electrénico de barrido una hoja de chile
habanero tratada con etefén e inoculada con P. capsici. En la imagen de la Figura 1 se
observa como se encuentran emergiendo dos esporangios de lo que posiblemente
es un estoma.

Al inocular las raices de chile habanero, a
las 12 h di se observaron pequenas hifas
adheridas a la raiz, sugiriendo que previa-
mente hubo una liberaciéon de zoosporas,
las cuales enquistaron y germinaron. Es
necesario evaluar tiempos mas tempranos,
para confirmar esta hipotesis.

El'hecho de observar que la expresion de dos
MAPKs estd inducida en las plantulas ino-
culadas con P, capsici y que su expresion se

inhiba mediante el tratamiento con etefon,
muestra la posibilidad de que estas proteinas
pudieran estar actuando como reguladores
negativos del establecimiento de la defensa
en chile habanero, considerando que existen
reportes que muestran esta actividad."

La aspersion con los tres RCV en presencia
y ausencia de P. capsici mostré resultados
diferenciales en la expresion de genes mar-
cadores, estos datos son muy interesantes
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ya que nos pueden sugerir que el pato-
geno tiene la capacidad de manipular las
rutas de sefializacion mediadas por las tres
fitohormonas, o alguna de ellas y debido a
la compleja intercomunicaciéon que existe
entre ellas, se modifica la sefalizaciéon en
el resto; existen reportes que indican que
los oomicetos tienen la capacidad de libe-
rar un gran numero de moléculas efectoras
dentro del hospedante para manipular su
metabolismo y de esta manera lograr la in-
feccion del tejido.®

Por otra parte, es sumamente importante es-
calar los analisis con los RCV en plantas cul-
tivadas en invernadero y posteriormente en
campo, para determinar el efecto de estos

Conclusiones

El tratamiento con etefén indujo la resisten-
cia en plantulas de chile habanero inoculadas
con P, capsici, inhibié la produccién o la mi-
gracion de esporas hacia las raices.

La resistencia inducida por el tratamiento
con etefon fue especifica del ET liberado,
ya que las plantulas tratadas con nitrato de
plata fueron igual de susceptibles que las
plantulas sin tratamiento.

Se considera importante la expresion del gen

PR1 durante la resistencia inducida contra P
capsici, la cual fue regulada por el ET.
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Resumen

Los homogenizados de pared celular de Phytophthora capsici afectan eventos
bioquimicos relacionados con la defensa en suspensiones celulares de Capsicum
chinense (e.g, la alcalinizacion del medio, el establecimiento de una explosion oxi-
dativa, la activacion de proteinas PR y MAP cinasas), asi como la acumulacion de
transcritos de genes de diversas rutas metabolicas en las cuales se incluye a las
enzimas de la biosintesis del etileno, proteinas de tipo PR, MAP cinasas, pero la
expresion de genes ortélogos de moduladores importantes de la defensa (NPR1
y WRKY) no es afectada durante la infeccién de plantulas de C. chinense con el oo-
miceto P. capsici en. De hecho, son pocos los genes cuya expresién es modificada
durante esta interaccién, entre los cuales se encuentra un ortélogo de la nitrato
reductasa (CcNR), que si bien lainoculacién con el oomiceto induce un incremento
en sus transcritos, las fitohormonas SAy ET lo hacen con mayor intensidad, pero no
asi el MeJa. Debido a que al parecer la NR si puede estar relacionada con la defensa,
pero todas las platulas mueren por la infeccion, es posible que la expresion de la
NR esté siendo reprimida por el oomiceto afectando su participacién eficiente en
la respuesta de defensa.

Palabras clave

Marchitamiento por Phytophthora, homogeneizados fungicos, respuestas de defensa

Introduccion

El oomiceto P. capsici Leonian es uno de los mas extensos y destructivos patégenos
de suelo, el cual tiene un amplio rango de hospederos, entre ellos chile (Capsicum
sp.)."" Han sido muchos los estudios para identificar plantas con una estable y durable
resistencia a P. capsici, se maneja que la edad de la planta esta relacionada con la resis-
tencia, se ha observado que plantas maduras pueden ser eficientes en reducir el dafo
causado por este patogeno.?
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Muchos han sido los elementos descritos durante las respuestas de defensa de
una planta en diversos patosistemas, por mencionar algunos tenemos a los fito-
rreguladores (acido salicilico, acido jasmaonico, y etileno),® elementos de las rutas
de transduccion de sefiales como las Proteinas Cinasas Activadas por Mitégenos
(MAPK),” las proteinas relacionadas con la defensa; en estudios de Capsicum an-
nuum con P. capsici se han identificado varios de estos elementos.

Ya que el chile habanero (Capsicum chinense Jacq.) es un hospedero susceptible
del oomiceto P. capsci, se sugiere que este patégeno manipula los sistemas de
defensa del hospedante como ya se ha reportado en otros modelos, sin embargo,
poco se sabe sobre esta interaccion.

Para obtener evidencias de las modificaciones producidas en el hospedero duran-
te el estado temprano de la marchitez, empleamos diversas técnicas bioquimicas
y de biologia molecular. Si bien se identificaron elementos relacionados con la
defensa, en esta interaccion la planta muere, lo cual parece indicar manipulacién
de los sistemas de defensa del hospedante por parte del oomiceto. Estos son los
primeros pasos para la comprensién de los eventos celulares que se manifiestan
durante la interaccion C. chinense-P. capsici, con el entendimiento de estos proce-
sos podremos plantear la manipulacion genética del chile como una estrategia en

la generacién de resistencia contra esta letal enfermedad.

Resultados

La adicion de homogeneizados
fangicos induce una respuesta

de defensa

Con el empleo de suspensiones celulares
observamos la inducciéon de eventos rela-
cionados con la defensa contra patégenos
al ser inducidas con homogeneizados de
micelio de P. capsici (MyH).® La adicion del
elicitor indujo una rapida alcalimizacién del
medio de cultivo, asi como la aparicién de
una doble explosion oxidativa; ambos feno-
menos son tipicos de las respuestas vege-
tales de defensa contra patégenos (Figura
Tay 1b).© La elicitacion también indujo la
activacion de enzimas (3-1,3-glucanasas (Fi-
gura 2). Estas enzimas forman parte de las
proteinas relacionadas con la patoegénesis
(PR), cuya activacién constituye un marca-
dor bioquimico del establecimiento de la

defensa.” Mediante ensayos de cinasa en
gel, utilizando la proteina basica de mielina
como sustrato, encontramos que la elicita-
cién también produjo la activacién de dos
proteinas cinasas activadas por mitdgenos
(MAP cinasas), de 42 y 44 kDa, respectiva-
mente (Figura 3). Esta activacion es rapida
y transitoria, lo cual es un comportamiento
tipico de las MAP cinasas.®’ Las MAP cinasas
constituyen una ruta universal de trans-
duccién de senales altamente conservada
en organismos eucaridticos,” la cual esta
constituida por médulos de tres proteinas
modificadas por fosforilacién sucesiva una
a la otra. La activacién de esta via es un in-
dicador de que las células estan percibien-
do la presencia del patégeno y en principio
pueden transducir la sefal hacia el nicleo
para modificar la expresién génica.'”
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Figura 1
La elicitacion de suspensiones celulares
produce una explosion oxidativa y la
alcalinizacion del medio
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Alicuotas de 10 mL de las suspensiones celulares
fueron incubadas con glucosa (90 pg glucosa-mL™,
0O) o una concentracion equivalente de homoge-
neizados de micelio (90 pg glucosa-eg-mL™, ®). Se
midieron los valores de pH (a) y las concentraciones
de peréxido de hidrégeno extracelular (b).

Figura 2
La incubacion con homogeneizados
de micelio induce actividades
de B-1,3-glucanasa
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Veinticinco pg de extractos proteicos aislados de
suspensiones celulares incubadas por diferentes
periodos con homogeneizados fungicos fueron
fraccionados por electroforesis nativa y las activi-
dades de -1,3-glucanasa fueron medidas. (a) zimo-
grafia; (b) gel tedido con Coomassie.

Figura 3
La incubaciéon con homogeneizados
de micelio activa dos MAP cinasas
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Veinticinco g de proteina fueron fraccionados por electroforesis
en gel de poliacrilamida en presencia (KA) o ausencia (pTEpY) de
MBP. La activacién de las MAP cinasas fue evaluada por ensayos
de cinasa en gel (KA) o mediante anticuerpos dirigidos contra la
proteina bisfosforilada (pTEpY). Los nimeros indican los minutos
después de la adicién de los homogeneizados fungicos.
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Modificacion de la poblacion de
transcritos en plantulas de Capsicum
chinense durante la infeccion con
Phytophthora capsici

Para determinar qué procesos podrian es-
tarse modificando durante esta interaccion
de tipo compatible, se analizaron los patro-
nes de expresion génica durante el proceso
de infeccion, empleando la técnica del des-
pliegue diferencial de ARN.'" Esta técnica
permite comparar subconjuntos de pobla-
ciones de transcritos provenientes de teji-
dos diferentes, de forma simultanea en un
solo gel de poliacrilamida. Para ello, plantu-
las de cuatro semanas fueron inoculadas en
la raiz con un disco de micelio de P. capsici.
Para evitar la contaminacion del ARN de la
planta con el ARN del oomiceto, se analizé
la presencia de micelio intracelular, tomando
segmentos de tallo ubicados por arriba de la
necrosis y cultivandolos en medio de cultivo
papa-dextrosa-agar. Se observé que a los
tres dias después de la inoculacion el micelio
intracelular se encuentra a 1.5 cm por arriba
de la necrosis del tallo. Por lo tanto, para el es-
tudio de la expresidn génica se descarto esta
region, garantizando que el tejido de hoja se
encuentra libre de la presencia de micelio del
patégeno.

Al comparar las subpoblaciones de trans-
critos mediante el fraccionamiento en ge-
les desnaturalizantes de poliacrilamida, de
los correspondientes ADNc amplificados
por medio de la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR), se observé que durante
la infeccién se tienen muy pocos cambios
de los transcritos a nivel sistémico; es decir,
no pudimos encontrar genes expresados
de novo; por el contrario, solamente se en-
contrd transcritos cuya concentracion se
incrementé o disminuy6 por efecto de la
inoculacién (Figura 4). Estos ensayos fueron
repetidos con diferentes combinaciones de
cebadores, tratando de cubrir una exten-
sion mayor de la poblacién de transcritos,
obteniendo resultados similares.

Figura 4
Analisis de genes expresados
diferencialmente, por medio
del “RNA Differential Display”

Las bandas de ADNc correspondientes a genes con
expresion diferencial son cortadas del gel de secuen-
ciacion para su clonacion y caracterizacion. En lafigura
se muestran los resultados de la tesis de Doctorado de
Maria Goretty Caamal Chan.

El analisis bioinformatico de las secuencias
determind la identidad de los ADNc cuyo
patrén de expresién se vieron modificados
durante la infeccién, determinando que
pertenecen a genes que codifican protei-
nas que participan en diferentes procesos
metabdlicos. Entre estos genes se cloné el
gue codifica una proteinainvolucrada en el
reciclamiento hacia el sistema endosomal,
la proteina Vsp26. Otros ADNc presentaron
altos niveles de similitud con secuencias
cuyas proteinas participan en el metabo-
lismo del nitrégeno; la asparaginasa y la
nitrato reductasa (CcNR). Adicionalmente,
se encontraron secuencias que no han sido
reportadas en la base de datos.™”

De entre los pocos transcritos cuya concen-
traciéon se incrementé a causa de la inocu-
lacién con P, capsici, sobresalié uno que co-
difica a una nitrato reductasa (NR). Mientras
que la funcion mas conocida de la NR se
relaciona con la asimilacién de nitrégeno
inorganico, en la literatura se reporta una
funcién menos conocida, la de producir xi-
do nitrico (NO) a partir de nitritos."? EI NO
es uno de los reguladores del crecimiento
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vegetal descubiertos mas recientemente,
teniendo un papel importante en el esta-
blecimiento de la defensa vegetal contra
microorganismos patégenos.’’?

Para determinar si la NR clonada en este tra-
bajo podia tener una relacién con la defensa
contra patégenos, se midi6 el efecto de la
adicién de acido salicilico (SA), jasmonato
de metilo (MeJA) y el etileno sobre los ni-
veles de transcritos y sobre la actividad en-
zimatica de la NR. Los resultados mostraron
que los transcritos de la NR se encuentran
en niveles basales en diferentes érganos de
la planta de chile habanero, especialmente
en las raices (Figura 5B). No obstante, los
transcritos se incrementaron notablemente
cuando las hojas fueron asperjadas con SAy
Etileno, pero no por MeJA (Figura 5 C).

Con el andlisis de la secuencia deducida de
aminodcidos de la CcNR, identificamos un
dominio de union para el cofactor NADH,;
por tanto, analizamos el efecto de la inocu-
laciéon con el patégeno, asi como de la as-
presion con las fitohormonas, de la actividad
reductora de nitrato a nitrito dependiente de
NADH (NR-NADH). Los resultados obtenidos
fueron similares a los del analisis de transcri-
tos. La inoculacion con el oomiceto induce
una activacion paulatina de la NR-NADH en
funcién del tiempo durante las primeras 72
h después de la inoculacion (Figura 6A). Por
otro lado, la NR-NADH se incrementd cuan-
do las plantulas fueron asperjadas con SA'y
con Et, pero no con MeJA (Figura 6B), de la
misma manera en que los transcritos son in-
ducidos por estos fitorreguladores (compa-
rar Figuras 5Cy 6B).

Experimentalmente, la especificidad de
la actividad de la NR ha sido estudiada
mediante la adicién de tungstato de so-
dio (Na,WO,),"¥ debido a que el Na,WO,
funciona como analogo del molibdeno,
el cual es el cofactor metalico de la NR. La
reduccién en la actividad de la NR en las

plantas es causada por la sintesis de una
proteina-Na,WO, inactiva."® No obstante,
se ha reportado que el Na,WO, inhibe a
una NR-NADH inducida pero no a una NR-
NADH constitutiva; es decir, el tungsteno
puede ubicarse en el sitio del molibdeno
pero no puede desplazarlo.

Nosotros hicimos el andlisis de la activi-
dad de la NR-NADH en plantulas tratadas
con tungstato de sodio, para ello inocula-
mos plantulas de cuatro semanas de edad
pretratadas con el competidor, con discos

Figura 5
Expresion de la NR bajo diferentes

tratamientos
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Las poblaciones de ADNc fueron hibridadas con la
clona NR marcada con digoxigenina. A: niveles de
transcrito de NR en diferentes 6rganos de la planta; B:
niveles de transcritos de NR en las primeras 72 h de la
inoculacién con P. capsici; C: expresion de NRalas 72 h
después de la aspersion con SA, ET o MelJa. El transcri-
to del ARNr 18S fue usado como control interno.
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de micelio del oomiceto. Los resultados
demostraron que solamente en tiempos
tardios de la infeccion (72 h) se redujo la
actividad de NR-NADH, sugiriendo que es

en estos tiempos cuando se induce una
actividad de NR-NADH, la cual probable-
mente esté relacionada con la defensa
contra patégenos.

Figura 6
Actividad de la NR bajo diferentes
tratamientos
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La actividad de la NR dependiente de NADH fue de-
terminada en extractos proteicos de hoja. A: modifi-
cacion de la actividad enzimatica de la NR durante
las primeras 72 h después de la inoculaciéon con P,
capsici; B: actividad enzimatica durante las prime-
ras 72 h despues de la aspersion con SA, ET o MeJa.
Como control, las plantulas fueron asperjadas con

Tween 20 al 0.01% (v/v).

Discusion

Todas las especies del género Capsicum
son mortalmente susceptibles a la infec-
cién causada por el oomiceto Phytophtho-
ra capsici, una enfermedad conocida como
el “Marchitamiento por Phytophthora”'®
A pesar de que se han desarrollado nu-
merosas investigaciones para entender
el mecanismo de patogencidad, asi como

para generar especies resistentes, hasta
la fecha no ha sido posible encontrar res-
puestas a estas interrogantes.

En el caso de la interaccion del chile haba-
nero con P, capsici, nuestro grupo ha gene-
rado informacion relacionada con la ma-
nipulacién que el oomiceto puede ejercer
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sobre el establecimiento de la respuesta de
defensa en el hospedante. Asi, aun a pesar
de que el reconocimiento de la presencia
del patégeno puede inducir eventos de la
defensa, incluyendo proteinas PR y MAPK,
es probable que los niveles de la respuesta
no alcancen el umbral requerido para ge-
nerar resistencia. Adicionalmente, el hecho
de que las MAPK se activen y esto correla-
cione positivamente con la muerte de la
planta, puede significar que estas proteinas
pueden actuar de manera negativa duran-
te el reconocimiento; es decir, podrian estar
involucradas en el mecanismo de patoge-
nicidad del oomiceto, mas que proteger a
la planta en contra de éste.

Por otro lado, el hallazgo de que la inocula-

cion induce la actividad de un nitrato reduc-
tasa dependiente de NADH podria significar
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Resumen

En este trabajo se estimo el porcentaje de transmision por semilla de tres virus de
ARN: Alfalfa mosaic virus (AMV), Tobacco ringspot virus (TRSV) y Tobacco mosaic vi-
rus (TMV) en semillas y plantulas de chile habanero (Capsicum chinense J.) de tres
cultivares, Seminis, Criollo naranja y Criollo Rojo (R4). La proporcién de semillas infec-
tadas con los virus fue de 48% y de 60% para los virus TMV y TRSV, respectivamente,
y de 12.5% para el AMV, dependiendo del cultivar, determinado mediante la técnica
DAS-ELISA. Las semillas fueron sometidas a tratamientos térmicos durante 30 min a
50 °C con la finalidad de eliminar los virus. Posteriormente, fueron germinadas y las
plantulas obtenidas se analizaron para los mismos virus mediante DAS-ELISA. Los in-
dices de infeccién disminuyeron a 17.5% para el TMV, 0.75% para el TRSV'y a 0% para
el AMV. Las plantas sin presencia de virus de ARN obtenidas se utilizaron para realizar
lainoculacion del PepGMV, para los estudios sobre interaccién planta-patégeno. Los
resultados sugieren que el tratamiento térmico puede ser utilizado para erradicar la
presencia de virus de ARN en semillas de chile habanero.

Palabras clave
Alfalfa mosaic virus (AMV), Tobacco mosaic virus (TMV), Tobacco ringspot virus
(TRSV), ELISA, termoterapia, Pepper golden mosaic virus (PepGMV)

Introduccion
La edad de la planta estd relacionada con la resistencia al virus; se ha observado

gue plantas maduras pueden ser eficientes en reducir el dafio causado por el pa-
tégeno P, capsici.
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EnYucatan han sido reportadas diversas especies de virus de ARN capaces de infectar
chile habanero, como el Alfalfa mosaic virus (AMV), el Tobacco ringspot virus (TRSV),
el Tobacco mosaic virus (TMV) y el Tobacco eacht virus (TEV).?" De éstos, el AMV y el
TEV son transmitidos por afidos, el TRSV es transmitido por nematodos y el TMV de
forma mecanica. Ademas, los virus AMV, TMV y TRSV son también transmitidos por
semilla, lo cual representa una fuente de indculo primario para su diseminacion en
campos de cultivo libres de estos virus.?

Para controlar la transmisién de estos virus, existen métodos que reducen suimpac-
to en plantas y semillas, como el tratamiento térmico.®) Esta estrategia de control
es factible debido a que reduce el impacto del in6culo viral y ayuda a reducir las
pérdidas de los cultivos causados por la presencia de diversos patégenos. La obten-
cién de plantulas libres de virus permite la realizacién de trabajos de investigacion,
inclusive de interaccién planta-patdgeno sin el riesgo de obtener datos sesgados
debido a la presencia de otros virus en las semillas empleadas.

El Pepper golden mosaic virus (PepGMV) es un miembro de la familia de los gemini-
virus perteneciente al género Begomovirus. Es un virus bipartita (genoma dividido en
dos componentes) el cual infecta naturalmente chile, tomate, tabaco y otras solana-
ceas. Es transmitido por la mosquita blanca (Bemisia tabaci) y se encuentra amplia-
mente distribuido en México y América Central.#’ Los sintomas foliares expresados
por las plantas infectadas con el PepGMV son mosaicos dorados o amarillamientos,
enchinamientos severos y anormalidades en las hojas. Ademas, se presentan acor-
tamientos en los internudos e incremento en la produccion de flores, lo que induce
senescencia prematura, reduccién en tamano de frutos y calidad de los mismos.®

El PepGMV ha sido reportado causando infecciones mixtas junto con el Pepper huas-
teco yellow vein virus (PHYVV) y mas recientemente con el Tomato yellow leaf curl
virus (TYLCV) en la Peninsula de Yucatan.®”® Ademas, se han reportado ocasionando
infecciones mixtas con virus de otras familias con diferente material genético como
diversos virus de ARN.

El objetivo de este trabajo fue realizar tratamientos térmicos a semillas de chile haba-
nero provenientes de diversas accesiones para reducir el porcentaje de infeccién del
AMV, TMV y TRSV para la realizacion de estudios de interacciéon PepGMV-Capsicum
chinense Jacq.

Materiales y métodos

Las semillas de chile habanero (Capsicum Deteccion de virus de ARN

chinense Jacq.) utilizadas en este estudio en semillas de chile habanero

fueron donadas por el Dr. Tomés Gonzdlez ~ (Capsicum chinense Jacq.)

Estrada (CICY). Dichas semillas provienen Para detectar los niveles de virus en las se-
de cuatro diferentes accesiones (lotes) de  millas se realiz6 la prueba de ELISA en su
plantas infectadas con virus naturalmente  variante DAS-ELISA.

en el campo.
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La extraccion de proteina total se realizd en
grupos de cuatro semillas, las cuales fueron
maceradas con nitrégeno liquido en 1T ml
de amortiguador de extraccién. La cuantifi-
cacioén de proteinas de realizé por el méto-
do de Bradford.”)

En la prueba se usaron anticuerpos para
tres tipos de virus de ARN (AMV, TRSV y
TMV) cuya presencia ha sido previamente
reportada en semillas de chile habanero en
Yucatan.'? Se utilizaron controles positivos
(proteina de la capside purificada) y negati-
vos, los cuales al igual que los anticuerpos,
fueron adquiridos en Agdia, Inc. Cada pozo
de la placa para ELISA se sensibilizd con
100 pg de anticuerpo. Los valores de absor-
bancia de cada muestra se leyeron en un
fotocolorimetro a una longitud de onda de
405 nm. La reaccién se consideré positiva
cuando la lectura fue mayor al valor prome-
dio mas dos veces la desviacion estandar
de los controles negativos.

Tratamiento térmico en semillas

de chile habanero (Capsicum
chinense Jacq.)

Los tratamientos térmicos fueron de 50 °C
por 30 min. Aproximadamente 250 semillas
fueron desinfectadas con agua estéril, cloro
comercial (6%) preparado al 30%y etanol in-
dustrial al 70%, colocadas en tubos eppen-
dorf, sumergidas en agua y mantenidas en
placas a la temperatura indicada. Se realiza-
ron dos repeticiones por cada grupo de 250
semillas en las accesiones MR5, MR6, MR7 y
MRS, lo cual significa material proveniente
de fruto rojo.

Determinacion de infeccion de virus

de ARN en plantulas de chile habanero
(Capsicum chinense Jacq.)

Para determinar los indices de transmision
de los virus de ARN en plantulas, aproxima-
damente 250 semillas de las diferentes ac-
cesiones sometidas al tratamiento térmico
fueron colocadas en medio MS completo.

Posteriormente, a partir de las plantulas
obtenidas se colectaron las hojas para la
realizacién de la prueba DAS-ELISA.

Extraccion de ADN total

Se colect6 el material vegetal (hoja) y se
realizé la extraccion del ADN total™ para su
utilizacién en la reaccién de PCR para la de-
terminacién de la presencia del virus en las
plantas provenientes de semillas tratadas.

Inoculacion viral por biobalistica

Una vez obtenidas las plantulas de chile
habanero (Capsicum chinense Jacq.) con
aprox. tres hojas verdaderas, éstas fueron
infectadas con el PepGMV por medio de
biobalistica."® Se inocularon clonas infecti-
vas del PepGMV (dimeros de ambos geno-
mas Ay B), utilizando 1 pg de particulas de
oro a 900 psi de gas helio. Se bombardea-
ron hojas de plantas completas.

Amplificacion por PCR para determinar

la presencia del PepGMV

La reaccion de PCR fue realizada usando
los cebadores prAC889 (5'-GGRTTDGARG-
CATGHGTACATG) y prAv324 (5-GCCYATR-
TAYAGRAAGCCMAG)."™®  Estos cebadores
amplifican un fragmento de 576 bp de la
proteina de la capside de los begomovirus.
Se utilizé como control positivo del genoma
A del PepGMV clonado en pBluescript. Los
productos obtenidos de la reaccién de PCR
fueron clonados en el vector pGEM-Teasy y
enviados a secuenciar a la Universidad de
Davis CA. Las secuencias obtenidas fueron
editadas con el programa Edit Sequen-
ce (DNASTAR version 5.08, Madison, WI) y
alineadas realizando un analisis en BLAST
usando la base de datos del NCBI-GenBank.
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Resultados

Infeccion de virus de ARN

en semillas de chile habanero
(Capsicum chinense Jacq.)

La prueba de DAS-ELISA realizada para las
semillas de chile habanero indicé la pre-
sencia de los virus TMV y TRSV. En el caso
del virus AMV no fue detectado en el ana-
lisis en semillas de Criollo rojo, pero si en
semillas y plantulas de los cultivares Semi-
nis y Criollo naranja. Del total de las 250
semillas sometidas al tratamiento térmico,
los indices de infeccién fueron para el TMV
de 48% y para el TRSV de 24% (Cuadro 1).

Transmision por semilla de virus

de ARN en plantas de chile habanero
(Capsicum chinense Jacq.)

Las semillas de chile habanero de los dife-
rentes lotes fueron sometidas a tratamiento
térmico, como se indica en la seccién de ma-
teriales y métodos, y posteriormente fueron
germinadas. Se analizé la presencia de virus
mediante DAS-ELISA en las plantulas ob-
tenidas y los resultados mostraron que los
porcentajes de infeccion de virus disminuye,
encontrandose valores de 17.5% para el TMV
y de 0.75% para el TRSV. No se observaron
sintomas de infeccién por la presencia de los
virus de ARN en las plantas.

Efectos de los tratamientos térmicos
en la germinacion de las semillas

de chile habanero

Posterior al tratamiento térmico aplicado a
las semillas, no se observaron cambios en
su capacidad de germinacion, al presentar-
se en 96%, aproximadamente, al germinar
240 semillas de las 250 iniciales de cada ex-
perimento. No se observaron cambios en el
fenotipo de las plantas de chile obtenidas
mediante el tratamiento con termoterapia,

comparadas con el control, asi como tam-
poco en el nimero de hojas de las plantas.
Es importante indicar que el tratamiento
térmico es un método adecuado para dismi-
nuir la replicacién viral en plantas tanto en
tejidos como en 6rganos vegetales, ya que
suele producir un porcentaje relativamente
alto de plantas libres de virus.

Inoculacion del PepGMV

en plantas de chile habanero
provenientes de semillas sometidas

a tratamiento térmico

La inoculaciéon de begomovirus por el mé-
todo de biobalistica ha sido ampliamente
utilizada en diversos estudios de interac-
cién planta-patégeno. La eficiencia de la
técnica ha permitido realizar investigacion
a corto plazo en comparaciéon con el uso
de métodos tradicionales de infeccion y
manejo de vectores virales, lo cual resulta
ademas muy laborioso.™ Ademas, ha per-
mitido la inoculacion de clonas infectivas
de virus en una amplia variedad de plantas,
en sus diversas fases de desarrollo."® Por lo
tanto, por medio de la biobalistica fue lle-
vada a cabo lainoculacién del PepGMYV, uti-
lizando como control del dafio mecanico el
bombardeo de plantas inicamente con las
particulas de oro y sin bombardeo. Fueron
inoculadas 48 plantas con el PepGMYV; en
25 de las 48 se consiguid infectar con dicho
virus. Estos resultados fueron obtenidos
mediante la amplificacién por PCR de un
fragmento de la proteina de la capside (CP)
de los geminivirus (Figura 1) la cual es de
aproximadamente 576 pb. Como se puede
observar (Figura 1A), los controles negati-
vos no presentaron la amplificaciéon de di-
cho fragmento a diferencia de las plantas
inoculadas (Figura 1B).
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Cuadro 1

LOTE TRSV
MR5 1= == hE

MR6 = == A=
MR7 S == =
MR8 AF 4= == ==

+ - : Positivo o negativo, cada uno representa el resultado del analisis por DAS-ELISA
de cuatro accesiones de chile habanero, donde menos del 50% de las semillas fueron
positivas a los diferentes virus de ARN evaluados. La reaccién se consideré positiva
cuando la lectura fue mayor al valor promedio mas dos veces la desviacion estandar de
los controles negativos. MR5, 6, 7 y 8 son nombres de las accesiones utilizadas.

Figura 1

« 576 pb

576 pb

La amplificacion se realizd por PCR, usando los cebadores 889-324 que generan un amplicon de 576 pb. A)
Resultados de las plantas control bombardeadas con particulas de oro y no bombardeadas. MM: marcador
de peso molecular, lineas 1-8, controles bombardeadas con oro, lineas 1-4; lineas 5’y 6; controles negativo
(agua) y positivo (TPV) respectivamente. B) Resultados de la amplificaciéon en las plantas infectadas con el
PepGMV. MM: marcador de peso molecular, lineas 1-8 y de 1'a 4’ plantas inoculadas con el PepGMV y lineas
5'y 6, controles negativo y positivo respectivamente. Los productos de PCR fueron separados en un gel de
agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio).
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Discusion

Previamente se ha reportado la presencia
del virus AMV en semillas de frutos de chile
habanero (Capsicum chinense J.) en porcen-
tajes de hasta 11%, en diferentes genotipos
criollos.? En este trabajo se encontré que
semillas comerciales de Seminis y el cultivar
Criollo presentaban un porcentaje similar
de infeccién por el AMV. En un segundo lote
de semillas, para el caso del cultivar Criollo
rojo (R4) no se logré detectar la presencia
del AMV. Las semillas analizadas provienen
de diferentes fuentes y fueron obtenidas de
cultivos con diferentes grados de infeccion
viral, por lo que los resultados sugieren que
las semillas analizadas en este segundo lote
provienen de plantas que no estaban infec-
tadas con el AMV. Con respecto del virusTMV,
los porcentajes de deteccion de la frecuencia
viral han sido reportados de hasta 94%"° en
algunas solanaceas, incluido chile. En este
trabajo, los porcentajes fueron de 18% a 48%,
dependiendo del cultivar, en las semillas ana-
lizadas. Por ultimo, en el caso del virus TRSV
nuestros resultados mostraron un porcentaje
de presencia del virus de 24% a 60% para las
semillas provenientes de las diferentes acce-
siones. En reportes previos se ha encontrado
un porcentaje entre el 3y 100% de este virus
en 13 especies de plantas.” Existen reportes
en los cuales no se encontraron muestras po-
sitivas a TRSV en semillas extraidas de frutos
provenientes de plantas de chile habanero
de diversos genotipos con presencia, incluso
de sintomas virales, lo que sugiere que virus
de otras especies o familias podrian estar in-
fectando a estas plantas.

En general, los porcentajes de transmision
del AMV, TMV y TRSV son variables, depen-
diendo de la procedencia de las semillas,
etapa de infeccion de la planta donde se
formo el fruto, los porcentajes de humedad
de la semilla, estado fisioldgico de la planta
y estado de madurez del fruto entre otros.®

En plantulas, los porcentajes de frecuencia
viral disminuyeron a un 17.5% para el TMV,
a menos de 1% para el TRSV y hasta 0% para
el AMV. Estos resultados sugieren que el
tratamiento térmico en semillas es efectivo
para eliminar para la presencia de virus de
ARN en semillas de chile habanero. Dichos
resultados son similares a los porcentajes de
la transmisién de virus de semilla a plantu-
las, después de ser sometidas a tratamientos
térmicos, los cuales han sido reportados del
1al 30%.1

La germinacion de las semillas de chile ha-
banero sometidas al tratamiento térmico
no mostraron cambios con respecto de las
semillas control, ya que éstas germinaron
aproximadamente a los 10 dias después de
la siembray las plantas presentaron hojas co-
tiledonarias y desarrollaron hojas verdaderas
aproximadamente a los 15 dias en el mismo
ndimero que las plantas control. Nuestros
resultados indican que el tratamiento tér-
mico de 50 °C aplicado en semillas de chile
habanero es un método alternativo para dis-
minuir la replicacién viral, a pesar de que en
algunas otras especies puede inducir efectos
negativos en la germinacién, crecimiento y
desarrollo de las plantulas.®?

La obtencién de plantulas libres de virus
permite la realizacion de trabajos de in-
vestigacion, incluyendo estudios de inte-
raccion planta-patégeno, eliminando la
influencia en la respuesta de la planta de
la presencia de virus en semilla. En nues-
tro caso, estos resultados fueron de gran
importancia debido al interés de realizar
investigaciéon en dicha area acerca de la
interaccion entre virus de ADN y un cul-
tivo de suma importancia como el chile
habanero. Por lo tanto, una vez consegui-
do nuestro primer objetivo se procedi6 a
llevar a cabo la inoculacién del PepGMV
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en plantulas de Capsicum chinense Jacq.
libres de virus. La infeccion del PepGMV
en las plantas presentd una eficiencia de
50%, ya que Unicamente 24 de 48 plantas
fueron positivas a la infeccion del PepG-
MV. Lo anterior, podria deberse a una baja
eficiencia de la técnica o debido a que se
ha reportado tolerancia a begomovirus
en plantas de Capsicum chinense Jacq.?"
Por el contrario, la especie Capsicum an-
nuum ha sido reportada como altamente
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Variacion intragendmica
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Resumen

El estudio molecular en Capsicum chinense Jacq., para seis accesiones de tipos racia-
les que cubren una amplia variacion morfoldgica, mostro la existencia de variaciéon
intragendmica debida al polimorfismo en longitud y composicién de nucleétidos
de la regidén que se transcribe (ITS1-5.85 RNAr -ITS2) del ADN ribosomal nuclear
(ADNrn). Se identificaron al menos dos paralogos divergentes por accesién y entre
éstos se reconocieron secuencias no-funcionales putativas de pseudogenes me-
diante el andlisis de cambios en contenido de bases GC, estructuras secundarias
y patron de sustitucion de nucleétidos de la region codificante (RNAr 5.85) y la
presencia de copias variables de ITS1 con motivos estructurales que las distingue.
La presencia de paralogos divergentes en los taxa puede afectar la reconstruccion
filogenética, las evidencias en C. chinense sugieren que debe extenderse su tipifi-
cacion a otras especies del género para estudiar las tendencias evolutivas del gru-
po, en particular para identificar hibridos putativos entre miembros del complejo
C. annuum-chinense.

Palabras clave
Chile habanero, RNAr, ITSs, pseudogenes, copias variables

Introduccion

En Capsicum las tendencias evolutivas aun no son claras; sumado a eso su taxono-
mia es compleja. Uno de sus principales problemas es la delimitacion de especies
y sus relaciones, ya que muchas de ellas muestran caracteristicas morfoldgicas
similares que dificultan su identificacion.”’ Los intentos para inferir las relaciones
filogenéticas en especies cercanas como C. frutescens, C.annuum y C. chinense aun
no estan claramente resueltas.>?

El ADN-ribosomal nuclear (ADNnr) del cistron 45S en plantas terrestres, excepto
briofitas, consiste de los genes 18S, 5.85y 26S y sus espaciadores internos que se
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transcriben 1y 2 (ITS), repetido en tdandem varios cientos a miles de copias. Cada
paralogo estd separado por un espaciador intergénico (IGS), las repeticiones en
tdndem se localizan en uno o mas loci en uno o varios cromosomas no-homé-
logos de un genoma. La informacién de estas secuencias ha servido en diversos
estudios evolutivos.*>678 Con informacion de ITSs se ha resuelto la filogenia de
diversos organismos por debajo del nivel genérico, por ello se consideran un mar-
cador candidato para inferir las relaciones dentro de las solanaceas.>*'?

A pesar de ser buena fuente de informacion evolutiva, el polimorfismo intragené-
mico del gen 5.85 DNAr e ITSs puede incluir copias no-funcionales de pseudogenes,
que dificultan la reconstruccion filogenética.'"'2'¥ En este trabajo se realizan los
analisis para reconocerlos y, en su caso, excluirlos del andlisis y recuperar el arbol

filogenético correcto.

Resultados

En la Figura 1 se presentan algunas de las
caracteristicas morfoldgicas de las plan-
tas, flores y frutos de las seis accesiones
de C. chinense bajo estudio, asi como las
zonas de colecta.

Utilizando los cebadores ITS4 e ITS5,1%
se amplificé un fragmento de ca. 750 pb
que comprende el extremo final del gen
18S hasta el extremo inicial del gen 265,
e incluye los ITS1 y ITS2 asi como al gen
completo para el ARNr 5.8S de C. chinense
(Figura 2).

En total, se obtuvieron y analizaron las se-
cuencias de 30 clonas de las accesiones
seleccionadas (Cuadro 1), se eliminaron
los nucleétidos (nts) correspondientes a
los genes 18S y 26S, observandose la va-
riacion en la longitud de los fragmentos
ITS1-5.85-ITS2 recuperados, con un rango
que va desde 538 hasta 640 pb.

Las diferencias en la tasa de sustitucion de
nts promedio de la region del ARNr 5.8S
permite discriminar de entre los paralogos
del ADNr. Para el analisis de psudogenes
putativos se utilizé el método de dos pa-
rametros de Kimura (MEGA-Version 4). Se

corroboré la existencia de variacion intra-
gendmica a nivel individual e intraespeci-
fico para las accesiones (Cuadro 1). El 83%
de las accesiones presentd variacion en sus
secuencias como: ) diferencias en longitud
(inserciones, pérdidas, duplicaciones) II)
composicion de nucleétidos (transiciones
y transversiones). La accesion YU33 (con
7 clonas) present6 la variacién intraindivi-
dual mayor, mientras que las 5 clonas de la
accesion YU7 fueron idénticas. El rango de
variacién intraespecifica (entre accesiones)
para las 30 clonas fue 0.2 a 5.1 %.

Utilizando los valores de porcentaje de
identidad, se seleccionaron de 2 a 3 se-
cuencias divergentes por accesién para
los analisis posteriores, en las accesiones
donde solamente se tenia una clona, dicha
secuencia fue utilizada.

El polimorfismo intragendmico y la presen-
cia de pseudogenes putativos se determiné
analizando el contenido de GC y el plega-
miento de estructuras secundarias de las
regiones codificantes (ADNr 5.8S).
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Figura 1
Caracteristicas de las accesiones
de C. chinense utilizadas en este trabajo

YU1, Fruto anaranjado YU2, Fruto café YU6, Fruto anaranjado
Catmis, Yucatan Polinkin, Yucatan Peto, Yucatan

YU7, Fruto anaranjado YU33, Fruto anaranjado PE1, Fruto anaranjado
Ticul, Yucatan Polinkin, Yucatan Peru

Se sefala la clave de la accesion, el color del fruto y la zona de colecta.

Figura 2
Ampilificacion de secuencias de ITSs en C. chinense
ITS5
5’ 3
IGS[ETS |N@I8] 1Ts1__[Bi8s] 1152 |26I8) ETs[iGs
3 i — 5

ITS4

Se sefalan los cebadores ITS4 e ITS5 empleados para la amplificaciéon de las
secuencias de los ITSs (ITS1 e ITS2).

Cuadro 1
Variacién intragenémica en secuencias de C. chinense

RANGO DE VARIACION ITS1-ADNr 5.85-ITS2

CLAVE | No.DECLONAS | INTRAINDIVIDUAL (%) | INTRAESPECIFICA (%)
7 02-03
5 02-07
1 = o =
5 00-00 05-5.1
7 02-13
5 02-07 30 CLONAS

Se sefala el nimero de clonas para cada accesion y el rango de variacién intraindividual
e intraespecifica.
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Analisis de las secuencias de

la region codificante (ARNr 5.8S)

Las secuencias del ADNr 5.8S de C. chinense
se encuentran altamente conservadas en
longitud (164 pb) y en composicion de bases.
El contenido de GC para dicha region es de
54.8%, los valores inferiores son considerados
posibles pseudogenes (clonas: YU1-1, YU1-6,
YU2-4, YU2-6, YU6-1, YU33-2, PE1-4 y PE1-
9) (Figura 2). En algunas accesiones (YU1-6,
YU6-1, YU33-2) se observé la pérdida de 13
pb del nucleétido 143 al 157.

En la region central del ADNr 5.8S de todas
las secuencias de C. chinense se encontro el
motivo 5GAATTGCAGAATCC, que permite
descartar problemas de contaminacién en
preparaciones de ITSs de plantas y el cual
se ubica en una region del tallo mayor A de
la estructura secundaria del gen (Figura 3,
imagen central).

También en la Figura 3 se demuestra que
las secuencias de C. chinense que perdieron
13 pb tuvieron una estructura secundaria

diferente al modelo reportado para el ARNr
5.8S de diferentes especies (Nicotiana rus-
tica, Lilium cestroides, Canella winterana,
entre otras) y fueron consideradas pseudo-
genes (YU33-2y YU6-1).

Del andlisis del patrén de sustitucion de nts
del gen 5.8S, se fijaron valores superiores a
0.0133 (2 pb) para pseudogenes putativos.
La comparacién incluyé 150 sitios, los resul-
tados indican que la mayoria de las secuen-
cias incluyé mas de dos cambios (paralogos
divergentes); excepto las secuencias YU7-2 y
YU33-3, cuya estructura secundaria corres-
ponde con el modelo reportado para este
gen en otras especies (genes paralogos).

Analisis de las secuencias de

los espaciadores (ITSs)

Las secuencias del ITS1 de C. chinense fueron
variables en longitud, de 233 a 250 pb. En el
alineamiento se observé que algunas se-
cuencias presentaban pérdidas, inserciones,
duplicaciones, transiciones y/o transversio-
nes que afectan el papel estructural de este

Figura 3
Estructuras secundarias y contenido de G+C del ARNr 5.8S
de diferentes clonas de C. chinense

fﬁ%\s

164 pb (53.6% 6C) 164 pb (53.6% 60)

164 pb (53.0% 6C) 151 pb (52.3% 60)

151 pb (53.6% GC)

: PE19
151 pb (52.3% 60)

164 pb (54.8%6C)

164 pb (54.8%60)

164 pb (542%6C) 151 pb (51.7%60)

En el recuadro central se sefala la estructura secundaria modelo y
algunas regiones importantes para la transcripcién del ADNr 5.8S. El
motivo 5’GAATTGCAGAATCC se sefiala con flechas.
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espaciador (copias variables). Solamente las
secuencias YU2-4 y YU7-2 tuvieron en su re-
gion central, del nucleétido 137 al 158, un
motivo relacionado con la transcripcién de
genes ribosomales. Los principales cambios
observados consistieron en transiciones y
transversiones, en algunos casos pérdidas
de fragmentos de diferente longitud; por
ejemplo, la secuencia YU33-3 no presentd
92 pb (Figura 4).

El motivo relacionado con transcripcion
también ha sido encontrado en otras es-
pecies como Arabidopsis thaliana y Oryza
sativa (Figura 5).

Se observé una longitud conservada de 226
pb para todas las secuencias del ITS2 de C.
chinense, con pocos cambios en la composi-
cién de sus bases (Unicamente transiciones).
En las secuencias de Capsicum chinense,

Figura 4
Alineamiento de secuencias del ITS1
de diferentes accesiones de C. chinense
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: 232

PEL-9 ¢

Con un recuadro rojo se sefala un motivo relacionado con la transcripcién de genes ribosomales. Con una
flecha se indica la pérdida de un fragmento de 92 pb.

Figura 5
Estructura del motivo conservado en la region central del ITS1
de diferentes especies de plantas

A A

ANA ¢ ¢

G A A c—~0 B C
c—-G c—G

A-1 G-C

c—-G c-¢C

5=1 G=U

G — CAAGGAA G — CARGGAA

A: Arabidopsis thaliana; B: Oryza sativa; C: Capsicum chinense.
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Solanum  lycopersicum, Vicia faba, Cucumis
melo, Daucus carota, entre otras, se encuen-
tra un motivo conservado en la hélice Il de
su estructura secundaria. Asimismo, en el
ITS2 de Saccharomyces cerevisiae se repor-
tan dos modelos conformacionales para su

estructura secundaria; el modelo en anillo
y el modelo en horquilla. Todas las secuen-
cias del ITS2 de C. chinense adoptaron un
plegamiento que corresponde al modelo
en horquilla (Figura 6).

Figura 6
Estructuras conformacionales del ITS2
de secuencias de C. chinense

\J

e

< |
"B \.’ A’\I
A /. \{é* l

(ST N/

Modelo en anillo (A) y modelo en horquilla (B) en los recuadros a y b se sefialan ambos modelos en S. cerevisiae.
En un rectdngulo se resalta el motivo conservado en ambas estructuras.

Discusion

En este trabajo se confirmé la presencia
de polimorfismo intragendémico en la re-
gioén ITS1-5.85-ITS2 de Capsicum chinense,
la longitud varia de 538 hasta 640 pb. Los
reportes indican longitudes mayores en
otras especies del género (680 a 750 pb).™
Se encontré variacién intraindivual en las
clonas de una misma accesién de chile ha-
banero; no obstante, se tienen datos que
senalan que esta variacion es aun mayor
entre accesiones de C. baccatum. La va-
riacion intraespecifica fue del rango 0.2 a
5.1%; sin embargo, el polimorfismo es ma-
yor en otra especie (C. pubescens).'®

Debido a que valores altos de polimorfismo
intraindividual e intraespecifico reflejan la
presencia de pseudogenes, su existencia se
confirmé por la disminucién en contenido
de GG, los cambios en las estructuras secun-
darias">'” y sustituciones de nucleétidos de
laregién codificante, aligual que por motivos
estructurales en ambos espaciadores.®'8'9
La existencia de numerosas secuencias de
pseudogenes putativos fue evidente al
comparar el contenido de GC del ADNr 5.85
encontrandose valores inferiores a 54.8%,
el plegamiento de estructuras secunda-
rias mostré que solamente dos secuencias
(YU7-2,YU33-3) lo hacen correctamente. Las
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accesiones de C. chinense que perdieron 13
pb, del nucleétido 143 al 157, presentaron
una estructura secundaria diferente a los re-
portes. Asimismo, todas las secuencias exhi-
bieron el motivo 5'GAATTGCAGAATCC, que
confirma su identidad vegetal y ausencia de
contaminacién.”

Los pseudogenes se caracterizan por una
acelerada velocidad de evolucién y la dificul-
tad de construir una estructura secundaria
apropiada, relacionada con cambios en las
regiones codificantes."? En el caso de las se-
cuencias espaciadoras (ITSs), el correcto ple-
gamiento resulta en estructuras secundarias
importantes para la transcripcion de genes
ribosomales; a pesar de no ser codificantes,
pueden acumular sustituciones que reducen
su estabilidad estructural; sin embargo, no es
apropiado considerarlas pseudogenes sino
copias variables.29

En nuestro caso, la mayoria de las secuen-
cias ITS1 de C. chinense resultaron ser copias
variables. La longitud y composicién de
bases nucleotidicas del ITS1 en C. chinense
fue ampliamente variable (233 a 250 pb),

Conclusiones

«  Elandlisis del contenido de GC, el plega-
miento de estructuras secundarias y del
patrén de sustitucion de nucleétidos en
el ADNr 5.8S permitié la deteccién de
probables pseudogenes.

« La presencia de motivos conservados
en las secuencias de los espaciadores
de los genes ribosomales (ITSs) per-
miti6 la deteccién de copias variables
Unicamente en el ITST.

el motivo conservado GGCGCGGAAAGC-
GCCAAGGAA," clave en el procesamiento
del transcrito del ADNr, se encontré Unica-
mente en la regién central del ITS1 de dos
secuencias de las clonas YU2-4 y YU7-2. En
cuanto a las secuencias del ITS2, la longitud
es conservada (226 pb) y solo presentaron
algunas transiciones. La informacion de am-
bos espaciadores difiere a los reportes pre-
vios en chiles.™

La existencia de pseudogenes del gen 5.8Sy
copias variables de ITSs en accesiones de C.
chinense sugieren una evolucién concerta-
da incompleta dentro del género. Al incluir
secuencias funcionales y pseudogenes en
andlisis filogenéticos, los soportes estadis-
ticos disminuyen y las relaciones interespe-
cificas se hacen incongruentes.'?" Al rea-
lizar el andlisis Unicamente con secuencias
funcionales, los soportes estadisticos de los
mismos incrementan (datos no presentados
aqui), lo cual es importante para la correcta
determinaciéon de las relaciones filogenéti-
cas en este y otros géneros de solanaceas y
para esclarecer las relaciones del complejo
C. annuum-C. chinense.

«  EIITS2 se encuentra mejor conservado
que el ITS1, tanto en longitud como
en composicion de nucleétidos.

« La deteccion de pseudogenes putati-
vos y copias variables en secuencias
de genes ribosomales permite una
mejor resolucion de las relaciones de
parentesco durante la reconstruccion
filogenética.
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Resumen

Aunque la capacidad anabdlica de las placentas de los frutos del género Capsicum
ha sido ampliamente demostrada en lo que se refiere a la sintesis de capsaicinoides,
no existen estudios sobre el origen de los intermediarios que daran lugar a estos
compuestos, responsables de su caracter picante. Haciendo uso de un sistema expe-
rimental novedoso, el cultivo in vitro de placentas enteras recubiertas con alginato
de calcio, se demostrd que a partir del nitrégeno inorganico en el medio, el tejido
placentario es capaz de sintetizar aminodacidos que daran lugar a los precursores de
los capsaicinoides.

Palabras clave
Metabolismo nitrogenado, placentas, capsaicinoides

Introduccion

Ademas de su participacion en la sintesis de aminoacidos y nucleétidos, las plantas
pueden utilizar el nitrégeno para la sintesis de un gran nimero de metabolitos
secundarios como los alcaloides y ciertas amidas. En los frutos del chile (género
Capsicum), especificamente en la placenta, se acumula un grupo de compuestos
nitrogenados, conocido como capsaicinoides, que le confieren su caracteristico sa-
bor picante. Debido a su localizacidon y a los efectos que producen, se ha propuesto
que los capsaicinoides participan en la defensa de las semillas contra depredado-
res.” La acumulacién de capsaicinoides, mayoritariamente representados por la
capsaicinay la dihidrocapsaicina, es sensible a diferentes condiciones ambientales,
incluyendo la disponibilidad de nitrégeno en el suelo.>?

Por otro lado, las placentas aisladas de chile son capaces de permanecer metabé-
licamente activas y viables por largos periodos, cuando se cultivan en un medio
con sales minerales de nitrégeno como Unica fuente, manteniendo su capacidad
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de sintesis de capsaicina.” Estos datos sugieren que aun en estas condiciones de
disponibilidad de nitrégeno, el tejido puede suministrar aminoécidos para la for-
macién de metabolitos nitrogenados no esenciales, manteniéndose viable.*? De
este modo, es posible pensar que el tejido placentario posee las enzimas necesarias
para incorporar el nitrdgeno inorganico en aminoacidos, incluyendo la fenilalanina.

M4s aun, con la identificacién y aislamiento de un total de 13 genes involucrados
en el proceso, se ha logrado establecer que la expresion de éstos es especifica para
la placenta y que antecede por unas horas, a la acumulacion de capsaicina.® En
este tejido, la capsaicina se acumula en las vacuolas de las células de la epidermis
que llegan a formar ampollas llenas de este compuesto.”’ De hecho, parte del com-
plejo enzimatico para la formacién de la cadena lateral acilo de la capsaicina esta
localizada precisamente en las células epidermales de la placenta.®

Las placentas inmovilizadas en espuma de poliuretano tienen una mayor capacidad
que las células inmovilizadas en el mismo material,”” aunque no hay diferencias en
la capacidad de acumulacion de capsaicina entre placentas libres o inmovilizadas.
19 | as placentas inmovilizadas también responden a la induccién con homogena-
dos fungicos o jasmonato, aumentando la acumulacién de capsaicina. Ademas, la
adicién de 4cido ferulico a placentas cultivadas in vitro duplica la acumulacién de
capsaicina; sin embargo, el afadir acido cafeico, que antecede al ferulico en la ruta
de sintesis, no tuvo ninguin efecto, al igual que la de valina.®'" Estos datos indican
que la capacidad de sintesis de capsaicina en estos tejidos puede ser modificada
por las condiciones del cultivo, sugiriendo una interaccién entre tejido y medio.

En cultivos celulares, el exceso de fenilalanina, ya sea suministrado exégenamente®'?
o producida intracelularmente,"® puede canalizarse hacia la sintesis de capsaicinoi-
des, y esto se correlaciona con un aumento en la actividad de la PAL."® Al igual que
en plantas, también en cultivos de células en suspensidn, la composicion nitrogenada
del medio tiene efectos sobre el contenido de capsaicina, lo que sugiere una relacién
entre la disponibilidad de nitrégeno y la sintesis de capsaicina.’

No obstante lo anterior, no existen trabajos sobre el posible origen de la fenilalanina
utilizada en las placentas para la sintesis de la capsaicina; es decir, no hay reportes
sobre si ésta se forma en el mismo tejido o si es importada a partir de otros. De he-
cho, aparte de los estudios sobre la sintesis de capsaicina, existe poca informacién
acerca del metabolismo primario en el tejido placentario y dicha informacién se
relaciona principalmente con el metabolismo de los carbohidratos y de los lipidos
en tomate™ y en chile,"® respectivamente.

Tanto en plantas como en cultivos in vitro existe una relacién entre el contenido de
capsaicina y la disponibilidad de nitrégeno. De este modo, la eficiencia celular en
el uso del nitrégeno puede reflejarse directamente en la capacidad de sintesis de
fenilalanina, y puesto que en chile la disponibilidad de este aminoacido promueve
la acumulacién de capsaicina, es posible que exista una relacion entre la asimilacién
del nitrégeno, la sintesis de fenilalanina y la de capsaicina.
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Este estudio ha propuesto analizar el metabolismo nitrogenado y su posible relacién
con la sintesis de fenilalanina y de capsaicina en placentas aisladas y recubiertas de
alginato de chile habanero (Capsicum chinense Jacq.), una de las especies de mayor
picor por su elevado contenido de capsaicina. El objetivo principal es estudiar estos
tres procesos en placentas con el fin de establecer si estan relacionados y el nivel en
que lo estan. En este punto, se debe mencionar que para que ocurra la sintesis de
alcaloides derivados del triptofano en Catharanthus roseus es necesario que se acti-
ven de manera coordinada las enzimas que participan en la formacién del triptofano
y en su canalizacion hacia la sintesis de dichos alcaloides. Este proceso es controla-
do mediante la participacién de proteinas regulatorias, lamadas ORCA.'"! Es posible
que mecanismos regulatorios similares operen sobre la sintesis de otros metabolitos

secundarios, como la capsaicina.

Resultados

Se establecié un cultivo in vitro de placen-
tas recubiertas de alginato, capaz de man-
tenerse viable y metabdlicamente activo
durante 7-9 dias (Figuras 1y 2). Este cultivo
representa un modelo ventajoso para el es-
tudio de diferentes procesos bioquimicos
en el tejido placentario, pues es un sistema
cerrado que permite controlar de manera
mas estricta las condiciones ambientales y
de suministro de nutrientes y precursores
que en plantas completas. Si bien el uso de
suspensiones celulares también permite
este control, la capacidad biosintética en
éstas es muy limitada en comparacién con
la de la placenta integra.

El sistema se caracterizé mediante la medi-
cién del pH y la conductividad, pardmetros
indirectos que permiten establecer que un
cultivo estd creciendo cuando se trata de
células en suspension; sin embargo, en este
caso se utilizaron como indicadores de que
habia un flujo activo entre las placentas y el
medio de cultivo.

El recubrimiento de las placentas permitié
preservar su integridad, pues se sabe que
al poner cualquier tejido vegetal en un
medio liquido éste tendera a disgregarse

y/o a liberar células individuales, por lo
que la capa de alginato de calcio previno
este fendmeno.

Figura 1
Planta de chile habanero de la variedad
Chak k' an-iik utilizada para los estudios
de metabolismo nitrogenado
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Adicionalmente, mediante microscopia elec-
tronica de barrido, se determiné que al inicio
del ciclo de cultivo, las vesiculas en las que se
acumulan los capsaicinoides estan presentes
en un numero adecuado y sin dafo visible
en las placentas recubiertas, lo que sugiere
que el proceso de recubrimiento no produjo
danos mayores a la estructura del tejido. No
obstante, hacia el final del periodo de cultivo,
estas vesiculas pierden su integridad, permi-
tiendo que estos metabolitos sean liberados
al medio de cultivo.

Haciendo uso de este modelo experimental
novedoso, en nuestro grupo se ha demos-
trado que las enzimas involucradas en la
reduccién del nitrato hasta amonio (nitrato
reductasa, NR y nitrito reductasa, NiR),"8'?
asi como aquellas encargadas de la asimi-
lacién del amonio a moléculas orgdnicas
(ciclo de la glutamino sintetasa/glutamato
sintasa, GS/GOGAT y la glutamato deshidro-
genasa, GDH),? se encuentran funcionales
en las placentas de chile habanero, asi como
que la ruta preferencial de asimilaciéon de
amonio es el ciclo GS/GOGAT, al igual que
ocurre en la mayoria de especies vegetales.
El hecho que la placenta sea capaz de incor-
porar nitrdgeno inorganico en estos prime-
ros aminoacidos, que dan lugar a muchos
mas, abre la puerta a la posibilidad de que
también pueda soportar la sintesis comple-
ta de capsaicinoides a partir de nitrégeno
inorganico.

Una vez que se establecié que las placentas
tienen la capacidad de producir sus propios
aminoacidos a partir de fuentes minerales, se
propusieron dos estrategias para establecer
la posible relacién del metabolismo primario
del nitrégeno con la sintesis de capsaicinoi-
des. La primera implicaba el uso de inducto-
res probados del metabolismo secundario, el
acido salicilico (AS) y el jasmonato de metilo
(MelJa), para aumentar el contenido de cap-
saicinoides en las placentas, y asi analizar si
estos aumentos mostraban algun tipo de

relacion con las enzimas del metabolismo
nitrogenado. En la segunda, se varié el con-
tenido total del nitrégeno disponible, factor
que tiene una influencia directa sobre las en-
zimas a estudiar, y entonces observar si habia
efecto sobre el contenido de capsaicinoides.

En el primer caso se demostré que habia
aumento en el contenido de capsaicinoides
cuando se les adicionaban a las placentas,
ya fuera AS o MeJa; sin embargo, no se de-
tectaron variaciones significativas en las
actividades de las enzimas de la asimilacion
primaria del nitrégeno que pudieran co-
rrelacionarse con esos incrementos. Mien-
tras que en el segundo caso, al someter las
placentas a una concentracion limitante
de nitrégeno total, se aprecié también un
aumento en la acumulacion de capsaici-
noides, pero una disminucion en las activi-
dades de estas enzimas. Esto parece indicar
que no existe una relacién directa entre
el proceso de asimilaciéon primaria del ni-
trégeno vy la sintesis de capsaicinoides, y
sugiere un posible reciclado o redireccio-
namiento de los aminodacidos u otras molé-
culas nitrogenadas contenidos en el tejido
hacia la sintesis de capsaicina. En este sen-
tido es de notarse que aun cuando no hay
aumentos significativos en las actividades
de las enzimas del metabolismo primario
del nitrdgeno, las pozas de nitrato, amonio
y aminodacidos permanecen constantes, lo
que permitiria entonces que las placentas
tengan disponibles los precursores para la
sintesis de capsaicinoides.???

Una vez establecido que un aumento en la
sintesis de capsaicina podria ocurrir sin au-
mentar la asimilacion primaria del nitrége-
no, se analizaron las enzimas involucradas
directamente en la formacion de precur-
sores, concretamente las enzimas encar-
gadas de la sintesis de fenilalanina, que es
un precursor directo de los capsaicinoides.
Se pudo medir por primera vez en tejido
placentario la actividad de la corismato
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mutasa (CM), una enzima que es una llave
de flujo entre la via del shikimato y aquellas
que daran lugar, por un lado, al triptéfano,
y por el otro, a la fenilalanina y la tirosina.
Se observé que durante la maduracion del
fruto hay dos etapas en las que la actividad
de la CM es crucial para aumentar el conte-
nido de aminoacidos, lo que redundara en
un aumento en la acumulacién de capsaici-
noides en las placentas.®?

Se determind también que hay un aumen-
to gradual de la actividad de PAL durante
los primeros tres estadios de desarrollo de
los frutos de chile habanero teniendo la
maxima actividad especifica a los 20 dias
post-antesis. A partir del estadios poste-
riores (25-30 dias post-antesis) se presenté
una disminucién de la actividad de PAL,
hasta alcanzar los niveles mas bajos en los
frutos totalmente maduros.

Puesto que nuestro interés se ha centrado
en analizar la capacidad metdbolica del

tejido placentario, en una primera etapa
nos hemos enfocado en los valores de
actividad enzimatica. Sin embargo, dado
que estas enzimas despliegan complejos
mecanismos regulatorios que incluyen
controles transcripcionales, también se in-
cluyeron este tipo de estudios.

Debe mencionarse que hubo de realizarse
estudios que no se tenian contemplados
en la propuesta original, pues se tuvo que
estudiar en primera instancia la ontogenia
de los frutos para determinar la mejor edad
fisioldgica para poder escindir las placentas
y llevarlas al cultivo in vitro. Los resultados
indicaron que la edad ideal era entre 25-30
dias post-antesis, pues es en este estadio
cuando las placentas presentan una mayor
acumulacién de capsaicinoides, por lo que
las enzimas involucradas en la sintesis de los
precursores deberian estar funcionando a
capacidad.

Figura 2
A. Corte longitudinal de un fruto de chile habanero
B. Cultivo in vitro de placentas
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Dado que se carecia de referentes sobre el
metabolismo nitrogenado en chile habane-
ro o en placentas de otras especies, se com-
pararon los valores de actividad enzimatica
encontrados en las placentas con los que se
determinaron en hojas y raices de plantas
jovenes y maduras de chile habanero. Tam-
bién se analizaron los valores en las placen-
tas de frutos durante el proceso natural de
maduracion. Estos ultimos datos permitie-
ron diferenciar el tipo de proceso que ocurre
en las placentas recubiertas en cultivo con
aquellos que se dan producto del desarrollo,
maduracién y senescencia propios del fruto.

Finalmente, se tiene evidencia de que las
placentas de chile habanero tienen una

Discusion

Para alcanzar los objetivos propuestos se
utiliz6 como sistema experimental el cul-
tivo in vitro de placentas recubiertas con
una pelicula de alginato. Este proceso de
recubrimiento, por el cual el tejido es ais-
lado fisicamente por medio de una barrera
semipermeable, permitié que las placentas
se mantuvieran viables y metabdlicamen-
te activas hasta un periodo de hasta cinco
dias después de su establecimiento.?” Este
sistema experimental, por un lado posee
las ventajas del sistema in vitro, es decir,
condiciones controladas, permitiendo con-
servar cierto grado de organizacion, que es
muy importante para la biosintesis de los
metabolitos secundarios.?

Las placentas son capaces de reducir el ni-
trato a amonio"®' para incorporarlo a una
forma organica como glutamato y gluta-
mina.?? El amonio es la principal fuente de
nitrégeno para este tipo de tejido, al me-
nos bajo condiciones in vitro. Sin embargo,
para poder establecer si habia una relacion
entre las enzimas de asimilacién primaria y

gran concentracion tanto de acido ascér-
bico como de glutatién reducido, que per-
miten un sesgo del balance redox celular
hacia un estado reductor que facilita los
procesos anabdlicos. Este hallazgo, enton-
ces, daria lugar a la existencia del poder
reductor necesario para el funcionamien-
to de las enzimas que requieren NADH o
NADPH como cofactores.®”

La obtencién de estos datos han permitido
darle un marco mas integral a los resultados
de las enzimas para tratar de explicar cémo
las placentas de chile habanero utilizan el
nitrégeno que se les suministra en el medio
de cultivo para la sintesis de capsaicinoides.

la sintesis de capsaicinoides se desarrollé
una estrategia para activar la sintesis de
capsaicinoides de dos formas diferentes:
primero, con la induccién del metabolismo
secundario, y segundo, con la modificacion
de la cantidad total de nitrégeno que re-
percutiria sobre las enzimas del metabolis-
mo primario del nitrégeno.

Tanto el AS y el MeJa son capaces de pro-
vocar un aumento en laacumulacion de los
capsaicinoides, tanto en células en suspen-
sion de C. chinense® como en placentas
de C. annuum™®y se ha demostrado que el
uso de diferentes cantidades de nitrégeno
afecta la sintesis de capsaicinoides.®)

Los resultados mostraron que a pesar de
gue el AS y el MeJa indujeron un aumento
en la acumulacién de los capsaicinoides, las
actividades de las enzimas involucradas en
el metabolismo primario del nitrégeno no
se vieron afectadas por los tratamientos de
induccion. De este modo, en las condiciones
ensayadas la activacion del metabolismo
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secundario no requiere de la activacion del
metabolismo basico.

Es posible que los efectos tanto del AS
como del MeJa ocurran sobre la actividad
de las enzimas que se encuentren cercanas
ala sintesis de los precursores (fenilalanina),
como la corismato mutasa o la arogenato
deshidratasa, o bien, solo sobre aquellas
enzimas directamente involucradas con la
sintesis de los capsaicinoides.

Por otro lado, al evaluar el efecto de la dis-
minucién en la cantidad total de N en el
medio de cultivo, se presenté un incremen-
to sobre la acumulacion de capsaicinoides,
sin que hubiera cambios importantes en las
actividades de las enzimas de asimilacion

Conclusiones

Las placentas inmovilizadas de chile haba-
nero han demostrado ser un buen modelo
para el estudio del metabolismo prima-
rio de nitrégeno. Hoy por hoy, en nuestro
grupo de investigacion se ha demostrado
que este tejido es capaz de incorporar este
elemento de una forma inorgdnica a una
organica, es decir, que en las placentas se
encuentran funcionales las enzimas NR, NiR,
GS/GOGAT-NADH y GDH-NAD(H). Ademas,
también se reportd la funcionalidad de una
enzima mas que participa de maneraimpor-
tante en la sintesis del precursor fenilalani-
na: la corismato mutasa.

El jasmonato de metilo y el acido salicilico
indujeron un aumento en laacumulacién de
los capsaicinoides (tanto capsaicina como
dihidrocapsaicina) en el cultivo de placen-
tas; sin embargo, estos dos inductores no
demostraron tener un efecto directo sobre
las actividades de las enzimas involucradas
en el metabolismo primario del nitrégeno.

de amonio. Este aumento se dio incluso sin
la modificacién en los niveles de las pozas
de aminoacidos o amonio.

Los datos sugieren que bajo las condicio-
nes evaluadas no existe una relacion di-
recta entre los dos procesos, pues aunque
hay una disminucién de las actividades de
las enzimas de asimilacion de amonio, las
placentas fueron capaces de acumular una
elevada cantidad de capsaicinoides.

Hasta ahora, este es el primer reporte de
un trabajo de esta naturaleza en Capsicum
chinense, en donde se describe el papel de
las enzimas involucradas en la asimilacion
primaria del nitrégeno en relacién con la
sintesis de los capsaicinoides.

Una disminucién en la concentracion de ni-
trogeno total del medio de cultivo repercute
en una disminucion de la actividad de las en-
zimas de asimilacién de amonio; no obstante,
la cantidad de capsaicinoides encontrada en
el tejido placentario se ve aumentada.

Los tratamientos con jasmonato de metilo y
acido salicilico sobre las placentas no modifi-
caron las pozas enddgenas de aminoacidos
y amonio, ocurriendo lo contrario cuando
hubo una disminucién en la concentracion
de nitrégeno en el medio de cultivo. De este
modo, el aumento en la sintesis de capsai-
cinoides no requiere, al menos en las con-
diciones ensayadas, la asimilacién primaria
de nitr6geno, probablemente porque los
inductores promueven la transformacion
de intermediarios tardios. Con este trabajo
se amplia la visién integral del metabolismo
nitrogenado que se encuentra asociado a la
sintesis de los capsaicinoides y que de algu-
na manera provee de los precursores nece-
sarios para que ésta ocurra.
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Resumen

Las placentas de casi todas las bayas constituyen solamente un medio de soporte
para las semillas en los frutos maduros. Sin embargo, en el chile habanero este tejido
presenta una gran concentracién de capsaicinoides, lo que le da su picor caracteristi-
co. Al poner las placentas en un medio liquido pierden su diferenciacién y, por tanto,
la capacidad de sintesis de estos metabolitos. Aqui se presenta el desarrollo de un
sistema experimental que permitio iniciar los estudios del metabolismo primario del
nitrégeno en este interesante tejido.

Palabras clave
Inmovilizacidn, tejidos, placentas

Introduccion

Uno de los problemas para la produccién de metabolitos secundarios en cultivos
in vitro es la asociacion que frecuentemente ocurre entre la organizacién celulary
la capacidad de sintesis.” Para superar esta limitante se han propuesto diferentes
estrategias, entre ellas el cultivo de tejidos y 6rganos completos, como brotes y
raices. No obstante, el mantenimiento de los tejidos organizados en estos sistemas
es complicado, ya que en los medios liquidos la agitacion puede llegar a danarlos,
o suinmersién podria conducir a su disgregacion. Por otro lado, el mantenimiento
en medios semisélidos consume mucho tiempo, tanto en el manejo como para la
proliferaciéon de la biomasa. La inmovilizacion de tejidos en un matriz permeable
permite mantener los tejidos integros, asi como facilitar su manipulacion.

La inmovilizacién de células o tejidos implica la unién o su incorporaciéon en un
sistema de fase sélida o semisoélida especifica que permite el flujo de nutrimentos
del medio hacia el tejido, asi como de desechos en el sentido inverso. Ademas,
este soporte debe permitir el intercambio de sustratos, productos, inhibidores,
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etcétera, manteniendo al mismo tiempo la separacion entre la biomasa catalitica
y la fase que contiene los sustratos y productos.”

Las células o tejidos inmovilizados pueden mantenerse funcionales; no obstante, su
crecimiento y desarrollo se detienen, al igual que otros procesos morfogenéticos.

La utilizacion de células inmovilizadas ha sido considerado un método eficaz para au-
mentar la produccién de metabolitos, como por ejemplo: la produccion de hidroxi-
tirosol por Pseudomonas aeruginosa, 3-galactosidasa por Streptomyces griseoloalbus,
etanol por Zymomonas mobilis y capsaicina por células de Capsicum annuum®@34° ya
que permite su empleo por largos periodos de tiempo, aumentando la estabilidad
de las mismas y permitiendo ventajas al configurar reactores, entre las que se inclu-
yen un rapido control de pH y temperatura.

Otros usos practicos se ejemplifican con la inmovilizaciéon de algas para la pro-
duccion de energia no contaminante y biosensores para medir la toxicidad de
las substancias en efluentes y tratamiento de aguas,”® asi como en tratamientos
dermatolégicos.”” También se usa para la elaboracion de semillas artificiales que,
al imitar la estructura de una semilla natural, estd formada por un aislado de tejido
meristematico totipotente, es decir, con potencial para diferenciarse y producir
una planta completa, recubierto por un agente gelificante, capaz de formar una
matriz o capsula de gel hidratado, que pueda contener materiales bioactivos.®

Una parte critica del proceso de inmovilizacion de un tejido consiste en la for-
macion de la matriz en que éste estara contenido. El tipo de inmovilizacién que
recibira el tejido dependerd del arreglo espacial alcanzado por las moléculas que
conforman la matriz que lo envuelve. En el caso que ahora se presenta se utilizd
el entrecruzamiento de moléculas matriciales, como son el alginato, el agar, la
agarosa y la poliacrilamida.®

El alginato es un polisacérido que se obtiene de algunas Phaeophyceas (algas
pardas, como el sargazo), entre las que se encuentran Laminaria hyperborea. Este
compuesto esta formado por dos tipos de monosacaridos, ambos con un grupo
acido: el acido glucorénico y el 4cido manurdnico. En presencia de calcio, el algi-
nato puede formar una estructura sélida conocida como “caja de huevos”. En esta
estructura, la cual posee una irreversibilidad térmica, los iones de calcio se situan
como puentes entre los grupos con carga negativa del acido glucorénico.™

La encapsulaciéon de células en esferas de alginato-calcio puede conferirles cierta
proteccion durante las diversas fases del sistema experimental, como por ejemplo:
a la toxicidad quimica o al estrés osmotico.?

Durante muchos anos, el alginato ha sido utilizado en la industria alimenticia
como agente espesante, gelificante y estabilizante coloidal. También ha encontra-
do aplicaciones en el entrampamiento y la liberacién controlada de drogas, y en
el cultivo de tejidos vegetales, debido a sus propiedades, como son: un ambiente
acuoso relativamente inerte dentro de la matriz, un proceso de encapsulacién



EL MEJORAMIENTO GENETICO DEL CHILE HABANERO DE LA PENINSULA DE YUCATAN

gue ocurre a temperatura ambiente y que no requiere de disolventes organicos
toxicos, un alto grado de porosidad que permite una alta velocidad de difusién
para macromoléculas, entre otras ventajas."”

El objetivo de este trabajo fue desarrollar un sistema de cultivo de tejidos placenta-
rios de chile habanero inmovilizados en una matriz de alginato de calcio. Este sistema
permite el control de las condiciones ambientales, las ventajas del cultivo de células
in vitro, como con la elevada capacidad biosintética de los tejidos organizados, y ha
permitido analizar de manera individual el efecto de algunos factores, como la dispo-
nibilidad de nitrdgeno, en el proceso de sintesis de capsaicina.

Resultados

El cultivo in vitro de placentas inmoviliza-
das (Figura 1) se parece a los cultivos pri-
marios de tejidos animales en el hecho de
que en ambos no se presenta una multi-
plicacion acelerada de tejido; sin embar-
go, se conserva el nivel de diferenciacion.
En el caso de las placentas, es importante
mantener este nivel de complejidad tisu-
lar para que se manifieste la acumulacién
de capsaicinoides.

Figura 1
Placentas inmovilizadas
de Capsicum chinense Jacq.

Secciones de aprox. 25 mm? de tejido de placenta
de chile habanero se incluyeron en una matriz de
alginato de calcio.

Existen hoy en dia variadas metodologias
para la inmovilizacién de microorganismos
y enzimas; en contraste, en lo referente a

tejidos vegetales, aun se estan refinando
las técnicas.

Es importante hacer notar que las matri-
ces utilizadas para este fin deberan pro-
veer de condiciones apropiadas para que
la encapsulacién se lleve a cabo con un
minimo de dafno al tejido, no ser tdxicas
y deberdn presentar suficiente permea-
bilidad para dejar entrar los nutrimentos
y a su vez, permitir la salida de desechos
o compuestos de excrecion. El alginato
posee estas caracteristicas y ademas, su
matriz de tipo gel es a la vez resistente a
la manipulacién, pero gentil con el tejido.
Por otro lado, su punto de fusion es relati-
vamente bajo, lo que permite mantenerlo
en fase liquida aun en temperaturas cer-
canas a los 40 °C, minimizando el dafno por
calor a los tejidos que se incorporen en ella.

Una vez inmovilizadas las placentas de
chile habanero en las capsulas de algina-
to, se cultivaron en medio MS. Para ello, la
composicion salina del medio se ensayd en
diferentes fuerzas iénicas (datos no mos-
trados). Con base en estos ensayos se de-
terminé que el medio MS a su fuerza idénica
normal y a una densidad de inéculo de 50
capsulas en 40 ml del medio contenidos en
un matraz Erlenmeyer de 250 ml, eran los
adecuados.
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En estas condiciones, se procedié a rea-
lizar la caracterizacién de este cultivo,
tomando en cuenta algunos de los para-
metros usuales para la determinacion del
crecimiento y la viabilidad (Figuras 2-5). Es
importante hacer notar que se eligieron
parametros indirectos no destructivos,
como la medicién del pH y de la conduc-
tividad del medio de cultivo, pues resulta
fundamental mantener las capsulas via-
bles y en éptimas condiciones.

Con respecto del pH del medio residual,
se presentd un descenso brusco del valor
inicial (5.0) en los primeros dos dias, pero
a partir de ese momento, los valores se
mantuvieron entre 3.5 y 4 unidades hasta
el final del periodo de cultivo (Figura 2).
Estos cambios se asocian con los mecanis-
mos de toma de nutrimentos del medio.

Figura 2
Valores de pH obtenidos del cultivo de
placentas inmovilizadas de Capsicum
chinense Jacq. durante 12 dias.
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Promedio de tres repeticiones con su correspondiente
desviacién estandar.

Por su parte, la conductividad disminuyé
de forma paulatina durante los primeros
ocho dias, pues las células van tomando
los nutrimentos del medio. Cuando se gra-
ficaron las diferencias de conductividad, es
decir, la conductividad del dia inicial (Co)
menos la conductividad a evaluar (Cn), se
obtuvo una curva similar a la de crecimien-
to. En la Figura 3 se puede observar que el

tejido encapsulado entré en una fase esta-
cionaria aproximadamente en el dia 8 del
ciclo de cultivo. Se debe mencionar que se
ha encontrado una buena correlacién li-
neal entre el descenso en la conductividad
del medio de cultivo y el aumento en peso
seco en los cultivos."

Figura 3
Diferencia de conductividad eléctrica en
un cultivo de placentas inmovilizadas de
Capsicum chinense Jacq. durante 12 dias
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Promedio de tres repeticiones con su correspondiente
desviacién estandar.

Otra de las caracteristicas que se debe
analizar en este tipo de cultivos es la toma
de nutrimentos del medio. En el presente
estudio se enfoco a los azucares afadidos
al medio, esto es, a la sacarosa. Se observé
una disminucidén en su concentracién en el
medio que mostré un curso temporal simi-
lar a los dos pardmetros anteriores: a partir
del octavo dia, se presentd una meseta en
la toma de este metabolito (Figura 4).

De los datos anteriores se puede concluir
que se obtuvo un cultivo de placentas
inmovilizadas de chile habanero que es-
taban metabdlicamente activas. Ademas,
se procedié a comprobar su viabilidad por
medio de una prueba cualitativa."? La via-
bilidad se estimé después de 5,10, 15y 20
dias de cultivo mediante la exclusién de
azul de tripano, un colorante vital. Las cé-
lulas que mantienen la integridad de sus
membranas no toman el colorante, por lo



EL MEJORAMIENTO GENETICO DEL CHILE HABANERO DE LA PENINSULA DE YUCATAN

que permanecen sin tefir a diferencia de
las células muertas que adquieren una co-
loraciéon azul. Se observé que el tejido de
la placenta inmovilizada en alginato seguia
vivo al final del ciclo de cultivo (Figura 5).

Figura 4
Concentracion de azicares totales en un
cultivo de placentas inmovilizadas de
Capsicum chinense Jacq. durante 12 dias
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Conclusiones

Existen muy pocos estudios sobre el meta-
bolismo primario del tejido placentario y
ninguno sobre lo que ocurre con el meta-
bolismo nitrogenado, desde su asimilacion
hasta la sintesis de aminoacidos. El cultivo
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Figura 5
Viabilidad de las placentas inmovilizadas
de Capsicum chinense Jacq.
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Resumen

Se sabe que las raices de las plantas secretan moléculas de baja y alta masa molecu-
lar. Entre estas ultimas se encuentran las proteinas. Conocer la secrecion de las raices
es central para entender la interaccion de las plantas con su medio ambiente, par-
ticularmente con los diferentes organismos que se encuentran en el suelo. Por ello,
en este estudio se analizo la secrecion de proteinas por las raices de plantas de chile
habanero (Capsicum chinense Jacq.) en un sistema hidropdénico bajo condiciones de
induccién y no induccién con jasmonato de metilo. En el exudado de las plantas
testigo se determinaron 90 proteinas, en tanto que con el tratamiento de etanol y
de jasmonato de metilo se determinaron 94y 81 proteinas, respectivamente. En este
capitulo se hace un analisis de los resultados obtenidos y de las posibles funciones e
implicaciones que tiene la secrecion de proteinas por las raices de las plantas.

Palabras clave
Capsicum chinense, hidroponia, jasmonatos, proteinas

Introduccion

Las plantas, al ser sésiles, han desarrollado extraordinarios mecanismos de adap-
tacion, entre los mas importantes se encuentran las respuestas a las condiciones
medio ambientales, su interacciéon con otras plantas y con los animales, ya que
algunos de éstos son una fuerte presién de seleccién para las plantas, que no solo
afecta su sobrevivencia, sino también su reproduccién y crecimiento, asi como la
estructura dindmica de las poblaciones y de las comunidades vegetales.

Las plantas, en el curso de la evolucién, han desarrollado diversos mecanismos
para contrarrestar los efectos del herbivorismo, asi como para interaccionar con
sus vecinas. Entre estos mecanismos, la secrecién de moléculas pequehas y pro-
teinas juega un importante papel.
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La mayoria de los agentes alelopdticos conocidos son exudados radiculares.” Fac-
tores tales como la edad de la planta, su nutricién y los factores medio ambientales
influyen cualitativa y cuantitativamente en la liberacién de sustancias por las raices.

Entre los principales exudados se tienen aminoacidos, lipidos, acidos organicos,
carbohidratos y proteinas, entre otros."? Algunas de estas moléculas se secretan
en respuesta a la presencia de acido jasmonico (AJ) y de jasmonato de metilo (JM)
que la planta produce cuando es atacada por herbivoros.®

Los jasmonatos median varios eventos en las células vegetales, tales como la res-
puesta de defensa, la floracién y la senescencia, la maduracién de los frutos, la ma-
duracion del poleny el crecimiento de la raiz. La estructura del JM, un componente
de la esencia del jazmin (Jasminum grandiflora), fue elucidada por Demole et al.?
Mas tarde se descubrié que cuando se aplica JM a plantas de jitomate se induce
la biosintesis de inhibidores de proteasas, asi como en las plantas circundantes.®

La finalidad de este trabajo fue establecer un sistema de cultivo hidropdnico y de-
terminar si cultivos de C. chinense secretan proteinas al medio de cultivo en dicho

sistema, tanto en presencia como ausencia de JM.

Resultados

Como primer paso en esta investigacion
se generaron cultivos hidropénicos de C.
chinense (Figura 1).

Figura 1
Obtencion de los cultivos
hidropénicos de C. chinense

(A) Planta con frutos. (B) Frutos maduros. (C) Semillas.
(D) Plantula de chile habanero obtenida en medio de
cultivo semisdlido. (E-G) Plantas en cultivo hidropdnico.

Después de 60 dias en el sistema hidropo-
nico, las plantas alcanzaron una altura de
entre 13y 15 cmy secretaron una importan-
te cantidad de proteina. Para el tratamiento
con JM (250 uM) por 72 horas se utilizaron
plantas de esta edad.

Las proteinas secretadas por las plantas de
chile habanero en hidroponia durante un
curso temporal de 60 dias de cultivo au-
mentaron conforme avanzé la edad de los
cultivos (Figura 2).

El andlisis electroforético en dos dimensio-
nes de las proteinas secretadas por raices
de los cultivos hidropdnicos muestra que la
mayoria de las proteinas secretadas se en-
cuentra en el rango de masa molecular de
entre 45y 100 kDa. El nimero de proteinas
en los exudados de las plantas sin tratar es
del orden de 90 proteinas (Figura 3). Para
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Figura 2
Contenido de proteinas secretadas por
cultivos hidropdnicos de chile habanero
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analizar mejor las diferencias existentes en
las proteinas en los diferentes tratamien-
tos, se seleccionaron cinco areas dentro de
cada uno de los geles. Estas seran las areas
que se muestran en las siguientes figuras,
en lugar de los geles completos.

Puesto que el JM se disuelve en etanol, se
realizé un tratamiento con solo etanol para
eliminar del andlisis aquellas proteinas que
son inducidas por solo el disolvente.

En la Figura 4 se muestra la comparacién de
los patrones proteicos, de las regiones mar-
cadas con los Cuadros Ay B de la Figura 3,
en la que se puede observar que hay protei-
nas que desaparecen o aparecen, en tanto
que hay otras proteinas que intensifican o
disminuyen su concentracion.

En el panel A de la Figura 4 se muestra la
presencia diferencial de proteinas en los
dos tratamientos. Las proteinas presentes
en este rango tienen una masa molecular
de alrededor de 21.5 kDay un pH/ menor a
6.78. Se observa que las proteinas numero
1, 3, 4, 6-12 estan presentes en el gel tes-
tigo y no asi las numero 2, 5, 13 y 14. De
las proteinas que aparecen, cinco de ellas
tienen un alto nivel de expresién (1, 7-10)

Figura 3
Electroforesis de 2D de los exudados
radiculares en cultivos hidropoénicos
de C. chinense
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y otras cinco presentan un bajo nivel de
expresion (3,4,6,11y 12). En el gel con las
muestras tratadas con etanol estan pre-
sentes las proteinas nUmero 2,5-10y 12,y
no asi las proteinas nimero 1, 3,4, 11,13y
14. En el caso de las proteinas nimero 2 y
12, éstas presentan una mayor concentra-
cién en relacion con el testigo sin etanol,
mientras que las proteinas nimero 5-10
disminuyen su concentracién con el trata-
miento de etanol (Figura 4A).

En la Figura 4B se muestra la presencia
diferencial de proteinas en los dos trata-
mientos. Las proteinas presentes en este
rango tienen una masa molecular de alre-
dedor de 31 kDa y un pH/ menor a 6.78.
La proteina nUmero 18 aparece constituti-
vamente en los dos tratamientos en prac-
ticamente la misma cantidad; en cambio,
las proteinas numero 17, 20, 27, 29, 30, 32
y 33 presentes en el testigo desaparecen
en el tratamiento con etanol. Lo contrario
sucede para las proteinas 21, 24, 25, 26, 31.
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Figura 4
Comparacion del patron proteico
en lasregiones Ay B
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El panel del lado izquierdo corresponde al testigo y el del lado derecho al tratamiento

con etanol.

Mientras que las proteinas nimero 15, 16,
19y 28 disminuyen en el tratamiento con
etanol. Las proteinas nimero 22 y 23 au-
mentan cuando las muestras son tratadas
con etanol.

En Figura 5C se muestra la presencia diferen-
cial de proteinas en los dos tratamientos. Las
proteinas presentes en este rango tienen
una masa molecular elevada y un pH/ mayor
a 5.81. En esta zona del gel podemos contar
25 proteinas, de las cuales solo tres protei-
nas, las numero 43-45, desaparecen con el
tratamiento de etanol (Figura 5C; panel de-
recho). Las otras 22 proteinas aumentan o
disminuyen con el tratamiento.

En la Figura 5D se muestran las nueve pro-
teinas de entre 45y 30 kDa y un pH/ mayor
a 5.81 que se determinaron. De éstas, tres
desaparecen con el tratamiento de eta-
nol, las proteinas 78-80 (Figura 5D; panel
derecho). Mientras que las otras seis solo
cambian de concentracion. En la zona de
menor masa molecular se pueden contar

14 proteinas (Figura 5E). De éstas, la mitad
de ellas, las proteinas 71-77, estan presen-
tes en el testigo pero no en las muestras
tratadas con etanol. Las otras siete protei-
nas, las proteinas con los numeros 59-64,
disminuyen con el tratamiento de etanol.

Para determinar el efecto del JM en la se-
crecion de proteinas por las raices de plan-
tulas de C. chinense cultivadas en un siste-
ma hidropénico se agregd MJ hasta una
concentracién de 250 pM y se analizaron
las proteinas en el medio de cultivo.

Como se puede observar en la Figura 6A,
cuando se realiza el andlisis comparativo en-
tre las muestras testigo y la tratadas con JM,
la concentracién de las proteinas aumenta en
la mayoria de ellas. Este aumento se puede
dividir en tres niveles. Las proteinas nimero
1, 12-14 aumentan ligeramente con el trata-
miento con JM cuando se les compara con
el testigo (Figura 6A). Las proteinas 27, 29-33
aumentan en forma moderada, en tanto que
las proteinas 18, 24-26 (Figura 6B) aumentan
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Figura 5
Comparacion del patron proteico
en lasregionesC,DyE
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dramaticamente, muy especialmente las tres
ultimas. Por otro lado, las proteinas 17 y 20
desaparecen con el tratamiento de JM.

En la Figura 6C se pueden determinar 25
proteinas con una masa molecular entre
66.2 y 97.4 kDa. Tres de ellas se inducen
debido a la presencia del JM, las proteinas
43-45 (Figura 6C; panel derecho). Otras
proteinas aumentan de forma importante,

como las proteinas 35-37, 48, 49, 50, 55, 56
y 57 (Figura 6C; panel derecho).

De forma importante también hay protei-
nas que disminuyen en su concentracién
con el tratamiento de JM, entre ellas las
numero 35-38, 41, 42. Cuando se analizan
las proteinas con masa molecular entre
60-100 kDa y a un pH/ mayor a 5.81 se pue-
de observar que las proteinas 78-80 son
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inducidas por el tratamiento de JM (Figura
7D; panel derecho). Las otras seis protei-
nas que aparecen en gel (65-70) practica-
mente no cambian con el tratamiento.

Al comparar el area E en ambos geles en los
cuales se expresan proteinas con una masa
molecular de entre 30 y 20 kDa y un pHI/

mayor a 5.81, se observan diferencias muy
notables en las proteinas nimero 58-64 las
gue aumentan de forma importante con el
tratamiento de JM. Otras proteinas como
las numero 71-77 solo aparece con el tra-
tamiento de JM (Figura 7E; panel derecho).

Figura 6
Comparacion del patron proteico
en las regiones Ay B
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Discusion

El sistema hidropénico desarrollado para
el cultivo de las plantas de C. chinense per-
mitié la recoleccion de las proteinas que
secretan las raices de las plantas en culti-
vo. También se puede ver que este sistema
podria servir para estudiar las diferentes
interacciones de las raices de las plantas
de chile habanero con los microorganis-
mos de su entorno, principalmente los
hongos micorrizicos.

La secrecién de proteinas por las raices
de las plantas en la naturaleza juega una
importante funcion.™”’ Entre las proteinas

secretadas mas estudiadas en los exudados
radicales se encuentran las lectinas.©® Las
lectinas son un grupo diverso de glucopro-
teinas que han sido determinadas en siste-
mas duales, tales como la defensa contra
algunos patoégenos y en el reconocimiento
de sistemas simbidticos compatibles.”®

Otro grupo de proteinas abundantes en
los exudados de la raiz son las proteinas
relacionadas con patogenicidad (PRP). En-
tre éstas, las mas comunes son las quitina-
sas, la osmotina y las proteinas similares a
taumatina.®®'% La defensa no es el Unico
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Figura 7
Comparacion del patron proteico
en lasregionesC,DyE
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fendmeno bioldgico en el que esta involu-
crada la secrecion de proteinas por las raices,
sino también en el proceso denominado
quemotaxis.’”

Algunos de los procesos mencionados en
los parrafos anteriores son mediados por
JM.1273 De ahi la relevancia de la cinética
de cambio de las proteinas secretadas por
las raices en respuesta a este regulador del
crecimiento.

El efecto del tratamiento con JM se puede
resumir en que existe un grupo importante
de proteinas que son secretadas al medio
de cultivo en respuesta al tratamiento con
JM, mientras que en su ausencia no lo ha-
cen; en tanto que un grupo de proteinas,
aun mayor, aumenta de forma importante
su secrecién al medio de cultivo en su pre-
sencia. Solo unas pocas proteinas dejan de
ser secretadas por las raices cuando las rai-
ces son tratadas con JM.
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Es posible que con base en su masa mole-
culary su pH/ que varias de estas proteinas
pertenezcan al grupo de proteinas relacio-
nadas con patogenicidad.

Cuando una planta es atacada por plagas
que se alimentan de las hojas de las plan-
tas, éstas responden encendiendo la via de
sintesis del acido octadecanoico, cuyo pro-
ducto mas importante es el AJ y su éster,
el JM. Estos compuestos tienen entre otras
dos importantes funciones, una es servir
como respuesta al ataque de las plagas y
segunda emitir una senal de alarma, la cual
lleva a una respuesta sistémica.

Conclusiones

En la siguiente etapa de esta investigacion
serd importante determinar si otros de los
reqguladores del crecimiento, que también
estan involucrados en la respuesta inmune
de las plantas, tales como acido salicilico y
oxido nitrico, son capaces de inducir la secre-
cion de proteinas especificas por las raices.

De igual importancia serd la identificaciéon
de las proteinas que forman el proteo-secre-
toma de C. chinense bajo las condiciones es-
tudiadas, con el fin de estar en posibilidades
de determinar si existe una relacion entre las
proteinas secretadas por las raices y su proba-
ble funcién en los mecanismos de defensa.

En este trabajo se muestra que es posible cultivar C. chinense en un sistema hidropénico
que permite colectar los exudados de sus raices. También se determiné que los exudados
radiculares obtenidos de los cultivos hidropdnicos contienen proteinas extracelulares. La
evaluacion del patrén proteico en los diferentes tratamientos muestra importantes dife-
rencias, tanto en la intensidad de la expresién de las proteinas, como en la secrecién de
nuevas proteinas o la inhibicién en dicha secrecion.
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Resumen

La capsaicina, que le confiere el caracteristico picor a los chiles, consiste en un nucleo
vainilloide, la vainillina, unido mediante un enlace amida a una cadena lateral acilo.
La vainillina se deriva de la fenilalanina, mientras que la cadena lateral proviene de
la valina o isoleucina. La formacién de vainillina involucra la produccion de acido
ferulico, el acortamiento del grupo propenoico de éste y una transaminacién. Para
la cadena lateral se requiere una desaminacién y su posterior alargamiento. Ambos
productos se unen mediante la capsaicinoide sintasa. Los capsasicinoides se sinte-
tizan en las placentas, el tejido que sostiene las semillas y el proceso es sensible a
multiples factores ambientales. Esto dificulta analizar los efectos de diferentes condi-
ciones sobre el proceso. Por ello, el uso de sistemas que permitan el control de tales
condiciones, como los cultivos de suspensiones celulares, representa una alternati-
va. No obstante, la capacidad de sintesis de metabolitos secundarios generalmente
se pierde o reduce en suspensiones celulares. En el laboratorio hemos desarrollado
estrategias para sostener esta capacidad, incluyendo el uso de inductores (acido sali-
cilicoy jasmonato de metilo). En este capitulo los resultados obtenidos con cultivos
de chile habanero se comparan con los de cultivos de otras especies.

Palabras clave
Capsaicina, Capsicum chinense, cultivos in vitro, jasmonatos, salicilatos

Introduccion

La capsaicina, el principio picante del chile, se forma a partir de la fenilalanina de
acuerdo con la ruta mostrada en la Figura 1./"? La fenilalanina amonio liasa (PAL)
cataliza la primera reaccién, convirtiendo este aminoacido en acido cinamico, que,
subsecuentemente, se transforma en los acidos p-cumarico, cafeico y fertlico por
la accién ordenada de la cinamato 4-hidroxilasa (Ca4H), cumarato 3-hidroxilasa
(Ca3H) y cafeato O-metiltransferasa (COMT). La transformacion de acido ferulico
en vainillina requiere un acortamiento de la cadena propenoico.”’ La vainillina es
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transaminada, dando lugar a la vainillilamina, en una reaccién que utiliza el acido
g-aminobutirico como donador de grupos amino.® Finalmente, la vanillilamina se
condensa con el 4cido 8-metil-6-nonenoico CoA, derivado de la valina, por accién
de la capsaicinoide sintasa, (CS; Figura 1), produciendo capsaicina.?

Los cultivos in vitro contienen todas las enzimas necesarias para la sintesis de cap-
saicina.”” No obstante, se ha encontrado una baja produccion de estos compuestos
en relacion con los frutos.®

Algunas estrategias para aumentar la produccidon de capsaicina en cultivos in vitro
incluyen la manipulacion de la composicion del medio y la adicion de precursores.”
Otras estrategias se refieren al disefio de esquemas para la inmovilizacién de células
en soportes inertes,*® la modificacién de las condiciones de cultivo,” y exposicién a
inductores del metabolismo secundario como homogenados fingicos® y mediadores
quimicos, que incluyen al acido salicilico (AS) y a los jasmonatos (JA), entre otros.?'?

Con el fin de contar con un sistema para el estudio de los factores que controlan
la sintesis de capsaicinoides a nivel celular en chile habanero, el objetivo de este
trabajo fue establecer un sistema de cultivo in vitro de esta especie y desarrollar una

metodologia de induccién de la sintesis de capsaicina.

Resultados

Para la obtencién del cultivo de células en
suspensién se usaron callos de C. chinense
provenientes de hipocotilos de la variedad
criolla de fruto color naranja."” Los callos se
han mantenido en el medio de Murashige y
Skoog (MS), a pH 5.6, con 30 g/L de sacarosa,
1.0 mg/L de 4cido 2,4-diclorofenoxiacético
(24-D)y 2.2 g/L de Gel-Rite""", a 25 °C, bajo
luz continua y con resiembras cada 21 dias.

La suspension se generd transfiriendo en-
tre uno y dos gramos de callo de doce dias
a medios liquidos, bajo iluminacién conti-
nua, con agitacion (100 RPM), y con resiem-
bras cada catorce dias. Dos gramos (peso
fresco) se inocularon en 50 mL de medio y
los cultivos se mantuvieron durante de 32
dias colectando muestras cada dos dias.
Los datos asi obtenidos se graficaron para
caracterizar la curva crecimiento (Figura 2).

El cultivo mostré ganancia de peso fresco
casi de inmediato y continué creciendo
hasta el dia 26. No obstante, después de 14
dias se observé un ligero oscurecimiento.

Por otro lado, durante los primeros dias
del ciclo de cultivo, la acumulacién de cap-
saicinoides se mantuvo debajo del limite
de deteccién (25 ppm), comenzandose a
detectar a partir del doceavo dia, cuando
el cultivo se encontraba en la parte media
de la etapa de crecimiento lineal (Figura 2).
La maxima acumulacién de capsaicinoides
ocurrié a los 14 dias y comenzé a disminuir
unos dias mas tarde, coincidiendo con el
inicio del oscurecimiento de los cultivos. La
acumulacioén de capsaicina se mantuvo en
valores muy bajos una vez que el cultivo al-
canzé la fase estacionaria (Figura 2).
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Figura 1
Ruta propuesta para la biosintesis
de los capsaicinodes en el género Capsicum
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pAMT, aminotransferasa de la vainillina; BCAT, aminotransferasa de los
aminoacidos ramificados, IvDH, isovalerato deshidrogenasa; KAS, a-ceto
acil sintasa; ACL proteina acarreadora de grupos acilo; FAT, tioesterasa;
DST, desaturasa; CS capsaicinoide sintasa. Las flechas punteadas represen-
tan reacciones por caracterizar. Otras abreviaturas, definidas en el texto.

Dado que las variaciones en las cantidades
de capsaicina pudieron deberse a la excre-
cion del compuesto, el medio de cultivo
residual fue analizado, resultando negativo
a lo largo de todo el ciclo. De este modo,
es posible que esta disminucién haya sido
consecuencia de su metabolismo. En este
sentido, en frutos de C. annuum se ha ob-
servado un aumento en la actividad de las
peroxidasas, que coincide con la disminu-

ciéon del contenido de capsaicina, y que
podrian participar en su oxidacion."? Es
comun que los cultivos in vitro de Capsicum
presenten una alta actividad de peroxida-
sas en las etapas tardias del ciclo.”’ Por ello,
es posible que esta disminucién en esta
linea celular sea consecuencia de su oxi-
dacion. Es importante mencionar que, en
comparacion con frutos, las suspensiones
celulares tuvieron cantidades muy bajas
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de capsaicina (Cuadro 1). Esto coincide con
cultivos de otras especies como C. annuum
y C. frutescens."2*9 No obstante, la presen-
cia de capsaicina en estos cultivos demues-
tra que poseen la maquinaria biosintética
completa y pueden ser utilizados para los
estudios propuestos.

Figura 2
Ciclo de cultivo y contenido
de capsaicinoides en suspensiones
celulares de C. chinense
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Promedio de tres repeticiones con la desviacion
estandar.

Aunque también se analizé el contenido de
intermediarios biosintéticos a lo largo del ci-
clo de cultivo, éstos no se pudieron detectar,
con excepcion de la vainillina (Figuras 3 y 4).

Figura 3
Curso temporal de
la acumulacion de vainillina
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Cultivos en suspensiéon de C. chinense fueron ex-
puestos a acido salicilico (AS), jasmonato de metilo
(MeJa) o agua (Control) durante 72 h. Promedio de
tres repeticiones con las desviaciones estandar.

Cuadro 1
Contenido de capsaicina en diferentes tejidos de C. chinense

Contenido de capsaicina

1) Por gramo de peso seco

0.08-0.24 360-1080

0.01-0.03 45-123
<0.018 10-83
<0.002 <6

2) Unidades Scoville de Calor; 1 ppm equivale a 15 USC

Induccion de la sintesis de capsaicina

La acumulacién de capsaicina es particu-
larmente sensible a las condiciones del
medio ambiente. Cultivares del mismo
genotipo pueden variar hasta en 50%

del contenido, dependiendo de las varia-
ciones ambientales? y la sequia puede
modificar las actividades de las enzimas
biosintéticas.”® Mas aun, en cultivos en
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suspension de C. frutescens la aplicaciéon
de AS y JA resultaron en la acumulaciéon
de capsaicina.” Por ello, se aplicaron estos
compuestos en dosis de 250 uM y se eva-
luaron los efectos sobre los niveles de cap-
saicina y de vainillina en células expuestas
por periodos de 0, 24, 36,48y 72 h.

En los cultivos expuestos a AS, la acumu-
lacion de vainillina no se vio modificada,
respecto de los controles, durante las
primeras 36 h (Figura 3). Sin embargo, a
partir de ese punto se observé una rapida
acumulacién que llegé a sus valores maxi-
mos a las 72 horas (Figura 3).

Por su parte, el contenido de capsaicina au-
menté dentro de las primeras 24 h (Figura 4)
y continu6é aumentando hasta las 36 h para
mantenerse en niveles de entre 0.5 y 0.6
pmoles/gPS hasta el final del experimento
(Figura 4).

En cultivos de C. frutescens, la exposicion
a una concentraciéon de 200 pM de AS
resulté en un incremento de hasta 200%
respecto de los controles.”” Estos datos
coinciden en cuanto a la eficiencia del AS
como inductor de la sintesis de capsaici-
na, aun en diferentes especies. Se deben
enfatizar las diferencias en el curso de la
acumulacién de vainillina y capsacina en
los cultivos expuestos AS (Figuras 3y 4).

Como ya se indicé, el tratamiento con el
inductor no afecté la acumulacion de la
vainillina durante las primeras 36 horas
(Figura 3), pero si produjo una rapida acu-
mulacién de capsaicina (Figura 4).

Una posible explicacion para esto es que el
AS indujo la transformacién de la vainillina
en capsaicina, impidiendo la acumulacién
del primero. El disparo en la acumulacién
de la vainillina, después de 36 h, podria su-
gerir la necesidad del intermediario para
mantener los niveles de sintesis (Figuras 3

Figura 4
Curso temporal de
la acumulacion de capsaicinoides
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Cultivos en suspensién de C. chinense fueron ex-
puestos a acido salicilico (AS), jasmonato de metilo
(MelJa) o agua (Control) durante 72 h. Promedio de
tres repeticiones con las desviaciones estandar.

y 4). Sin embargo, los niveles de vainillina
en este experimento fueron dos 6rdenes
de magnitud superiores a los de capsaici-
na, lo que sugiere que este intermediario
no fue limitante.

Enlos cultivos expuestos JA, laacumulacion
de vainillina ocurri6 de manera continua
durante las primeras 36 h, disminuyendo
ligeramente hasta el final del experimento.
En los cultivos no expuestos, no se detectd
la acumulacién significativa de este com-
puesto (Figura 3). La acumulacion de cap-
saicina no se observo sino hasta después
de 36 h, alcanzando su maximo a las 48 h
para después caer a niveles indetectables.
Los maximos niveles de capsaicina fueron
similares a los observados en los cultivos
tratados con AS (Figura 4). En cultivos de C.
frutescens, la exposicién a una concentra-
cién de 50 nM de MelJa no produjo ningun
efecto sobre la acumulacion de capsaici-
na, aun después de 15 dias de tratamiento
continuo.”
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De este modo, si bien ambos inductores
tuvieron un efecto sobre la acumulacién
de la capsaicina en los cultivos de C. chinen-
se, éstos requirieron un tiempo mayor de
exposicion al JA que al AS (Figura 4). Este
resultado fue inverso al observado sobre la
vainillina (Figura 3).

Para obtener mayor informacion sobre el
metabolismo de la capsaicina, se analiza-
ron algunas de las enzimas biosintéticas.
Se seleccionaron PAL, por ser la que ca-
naliza los precursores del metabolismo
primario, y COMT, ya que se ha sugerido
como limitante en cultivos in vitro.® La
actividad de la PAL no se vio modificada
por el tratamiento con ninguno de los
inductores durante las primeras 24 h, sin
embargo, ambos compuestos previnieron
la disminucion que ocurrié en los cultivos
no expuestos (Figura 5).

En C. chinense, PAL esta codificada por una
pequena familia de genes de tres o cuatro
miembros#'® y se ha observado una ma-
yor acumulacién de los transcritos en los
tejidos placentarios de los genotipos de

Figura 5
Curso temporal de
la actividad enzimatica de PAL
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Cultivos en suspensién de C. chinense fueron ex-
puestos a acido salicilico (AS), jasmonato de metilo
(MelJa) o agua (Control) durante 72 h. Promedio de
tres repeticiones con las desviaciones estandar.

mayor pungencia, particularmente en las
etapas previas a la acumulacién de capsai-
cina.” De este modo, es probable que la
mayor actividad de esta enzima en los cul-
tivos expuestos a los inductores haya sido
consecuencia de una activacién transcrip-
cional, ya sea de solo uno, o bien, de todos
los integrantes de la familia génica; sin em-
bargo, es necesario analizar los niveles de
los transcritos correspondientes.

La actividad de la COMT se mantuvo en-
tre 20 y 30 pkat/mg proteina a lo largo del
experimento en los cultivos no expuestos
(Figura 6). Como resultado de la exposicion
a ambos inductores esta actividad aumen-
to a valores entre 40 y 60 pkat/mg durante
las primeras 24 h (Figura 6). Esos niveles se
mantuvieron practicamente sin cambio a
lo largo del experimento, excepto en el ul-
timo punto (72 h) en los cultivos expuestos
al acido salicilico en donde se observé un
aumento significativo (Figura 6).

Aligual que la PAL, la COMT en C. chinense
estd codificada por una familia de genes
de dos o tres miembros cuyos transcritos

Figura 6
Curso temporal de
la actividad enzimatica de COMT
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Cultivos en suspension de C. chinense fueron ex-
puestos a 4cido salicilico (AS), jasmonato de metilo
(MelJa) o agua (Control) durante 72 h. Promedio de
tres repeticiones con las desviaciones estandar.
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se acumulan preferentemente en la pla-
centa de los frutos de genotipos de ma-
yor pungencia, previamente a la maxima
acumulacion de los capsaicina.'¥ En otras
especies, la familia de genes para la COMT
estd regulada de manera diferencial en
respuesta a diversos factores ambientales,
por el estado de desarrollo y de manera
tejido especifica.’® Mas aun, como parte
de la respuesta de defensa al ataque de
patégenos o herbivoros, esta enzima re-
sulta activada a nivel transcripcional, lo
que conduce a la acumulacién de 4cido
ferdlico que, ademas de ser un precursor

Discusion

El objetivo del presente trabajo consistié en
el desarrollo de una metodologia de induc-
cién de la sintesis de capsaicina en cultivos
in vitro de C. chinense. Como primera etapa,
fue necesario obtener una suspensién bien
disgregada y con un crecimiento adecuado.
Dicha suspension se generd a partir de un
cultivo de callos, utilizando el medio de la
misma composicién de sales. La capacidad
de sintesis de capsaicina en esta linea celular
fue menor que la de placenta de frutos de
chile habanero, pero sus maximos valores
fueron similares a los minimos observados
en el pericarpio (Cuadro 1). Comparada con
lineas celulares de C. annuum®? y de C. fru-
tescens,® la suspension de chile habanero
tuvo valores similares. La aplicacion de los
dos inductores probados, acido salicilico
(SA) y jasmonato de metilo (JA) en dosis de
250 uM, resultéd en lainduccion de laacumu-
lacion de capsaicina y de sus precursores, si
bien siguiendo diferentes patrones de res-
puesta. El acido salicilico produjo un rapido
efecto sobre la acumulacion de capsaicina,
mientras que sus efectos sobre la acumula-
cion del precursor vainillina requirieron un
mayor tiempo de exposicion. Esta situacion
fue inversa a la observada en los cultivos

de la sintesis de capsaicinoides en chile,
participa en la formacién de la lignina, ne-
cesaria para el reforzamiento de la pared
celular.'®

De este modo, y dado el papel tanto de AS
como de JA en la mediacién de la respuesta a
diferentes tipos de estrés, nuestros datos su-
gieren que en los cultivos de C. chinense am-
bos tratamientos llevaron al incremento en la
actividad de esta enzima, pero no es posible
establecer la relacién precisa de este aumen-
to en la actividad con las variaciones en las
contenidos de vainillina y capsaicinoides.

expuestos JA (Figuras 3y 4). El efecto de AS
sobre la acumulacién de los capsaicina ha
sido reportado en cultivos de C. frutescens.”
Si bien en el mismo trabajo se comenta
sobre un efecto positivo de la exposicion a
JA, las diferencias no fueron significativas.
Ademas de la especie, los tiempos de ex-
posicion a los inductores ensayados, fueron
mayores que los probados en el cultivo de
C. chinense.”) En todo caso, la induccién con
ambos compuestos, aumenté el contenido
de capsaicina mas de 10 veces respecto de
los controles.

Se debe hacer notar que las diferencias
entre los niveles acumulados de vainillina
en los cultivos inducidos fueron cerca de
100 veces mayores que los de capsaicina,
sugiriendo que ese precursor no es limi-
tante para la formacién de capsaicina.

Ambos tratamientos de induccion tuvieron
un efecto positivo sobre la actividad enzima-
tica de PAL; sin embargo, dichos efectos se
relacionaron principalmente con el manteni-
miento de los niveles iniciales de actividad a
lo largo del experimento, mas que con su au-
mento (Figura 5). No obstante la coincidencia
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de la actividad de PAL con la acumulacién de
capsaicina en los cultivos tratados, no es po-
sible establecer una relacién entre estos dos
eventos, ya que la activacion de la sintesis de
los fenilpropanoides es una respuesta comun
alas condiciones de estrés, que son mediadas
por el AS y los JA."® En frutos de C. chinense,
los niveles de transcritos para PAL aumentan
durante el desarrollo del mismo, alcanzando
su maximo poco antes de la maxima acumu-
lacién de capsaicina."™ Mas aun, la mayor
disponibilidad de fenilalanina en cultivos ce-
lulares, ya sea por suministro externo, o por
seleccion de lineas sobreproductoras, resulta
en una mayor acumulacién de capsaicina.
“9 Estas observaciones sugieren que una
mayor actividad de PAL podria conducir a
un aumento en la sintesis de capsaicina. No
obstante, en células de C. frutescens inmovi-
lizadas y suplementadas con fenilalanina, no
encontrd relacion entre las actividades de PAL
y Ca40H vy la acumulacion de capsaicina.”’
En este sentido, los diferentes intermediarios
de la sintesis de capsaicina los son también
para la sintesis de otros compuestos, como
lignina (derivado del cumarato o del &cido fe-
rdlico), flavonoides (del acido cafeico) y otros
compuestos fendlicos (de la vainillina o del
acido cindmico) y se tiene evidencia de una
competencia entre esas vias y la sintesis de
capsaicina.4o

Por su parte, la actividad COMT si aumenté
en respuesta a los inductores, presentan-
dose este efecto en la misma medida y al
mismo tiempo de exposicién para ambos
tratamientos (Figura 6). En callos de C. an-
nuum cv. Tampiqueno 74, la actividad de
esta enzima parece ser uno de los pasos
limitantes para la sintesis de capsaicina.® El
producto de esta enzima es el acido feruli-
co, precursor de la vainillina, que aumenté
de manera notable en los cultivos expues-
tos a ambos tratamientos (Figura 3). Al me-
nos parte de este aumento pudo resultar
de la mayor actividad de esta enzima.

Como ya se comentd, las diferencias entre
los niveles de acumulaciéon de vainillina y
capsaicina (Figuras 3 y 4), sugieren que los
pasos que limitan la formacién de la cap-
saicina en los cultivos de C. chinense operan
después de la acumulacion del compuesto
fendlico. Asi, es posible sugerir tres puntos
limitantes; la conversién de vainillina en vai-
nillilamina, catalizada por la AMT, la conden-
sacion de ésta con el 8-metil-6-nonenoico,
catalizada por CS, asi como la disponibilidad
de este compuesto.

En cultivos de C. frutescens inducidos con
JA, el uso de inhibidores se ha establecido
importancia de la sintesis del componente
acil graso en el proceso.”

Por otro lado, la baja actividad de CS en
cultivos in vitro de C. annuum es una de las
limitantes para la acumulacién de capsai-
cina.® En cultivos de C. frutescens, el trata-
miento con AS, pero no con JA, resulté en
la activacion de la CS. Estos datos apoyan
la propuesta de Ochoa-Alejo y Gbmez-Pe-
ralta® de que esta enzima representa un
paso limitante para la acumulacién de
capsaicina en cultivos in vitro. Respecto
de la posible limitante que se estableceria
por la carencia de la cadena de 4cido graso
en cultivos inmovilizados de C. frutescens,
la adicion de intermediarios de su sintesis
resultd en un aumento de mas de 50 veces
en el contenido de capsaicina.®

La sintesis de capsaicina y su regulacién
son sensibles al nivel de organizaciéon celu-
lar. La capsaicina se acumula en estructuras
especializadas formadas en la epidermis de
la placenta’® que no estan presentes en los
cultivos en suspension.

De este modo, si bien la evidencia de la li-
teratura sugiere que la principal limitante
para la formaciéon de capsaicina en nues-
tros cultivos de C. chinense se encuentra a
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nivel de la CS, no es posible descartar nin-  se ha demostrado si interactdan, directa o
guna de las otras dos posibilidades. Mas  indirectamente, con los promotores de los
aun, se han identificado dos genes como  genes estructurales y cuya participacién
posibles factores transcripcionales de la  precisa no se ha definido.

sintesis de capsaicina (3-ZIP),"™ aunque no
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Estudio de la senalizacion fosfolipidica
en la regulacion de la produccion de vainillina
inducida por el acido salicilico en suspensiones
celulares de Capsicum chinense Jacq.
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Resumen

La via de transduccion de sefiales fosfolipidica involucra la generacion de segundos
mensajeros a través de enzimas como la fosfolipasa C (PLC) y la fosfolipasa D (PLD).
Los segundos mensajeros generados podrian estar involucrados en la respuesta
al cido salicilico (AS). El AS es reconocido como un inductor del metabolismo se-
cundario en el género Capsicum. Este trabajo tiene el objetivo de entender cdmo
la sefalizacion fosfolipidica regula la produccién de vainillina inducida por el AS en
suspensiones celulares de C. chinense Jacq. Por lo anterior, se empleé a la neomici-
na (un inhibidor de la enzima PLC) y se evalud el contenido de la vainillina en sus-
pensiones celulares que fueron preincubadas con el inhibidor antes de la adicién
del AS. Los resultados muestran que existe una estimulacion en la produccion de
vainillina generada por el AS, sin embargo, ésta es atenuada por la neomicina. Esto
sugiere que los segundos mensajeros generados por la enzima PLC podrian estar
regulando la respuesta a la induccién con el AS 'y por lo tanto tener un efecto en la
acumulacion de la vainillina en las suspensiones celulares de C. chinense.

Palabras clave
Fosfolipasas, neomicina

Introduccion

Las plantas se encuentran expuestas a diferentes tipos de estrés debido a las condicio-
nes ambientales que pueden afectar su crecimiento y desarrollo. La respuesta de las
plantas al estrés se puede dar a través del reconocimiento del estimulo y la posterior
transduccion de la sefial a través de segundos mensajeros que envian la informacion
para la regulacién del metabolismo y la expresién de genes de defensa.
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Resultados

Partiendo del concepto de que la sefaliza-
cion llevada a cabo por la via de la enzima
PLCy la acumulacién de un intermediario
de la biosintesis de capsaicinoides, en este
caso la vainillina, son dos eventos que pu-
dieran relacionarse como respuesta a la
induccion con el AS, se propone un mode-
lo de sefnalizacién donde se sugiere que el
AS es percibido por receptores localizados
en la membrana plasmatica (Figura 1).

Figura 1
Modelo hipotético de la seializacion
de la PLC en respuesta al AS

Neomicina
|
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Se presenta un modelo en suspensiones celulares de
C. chinense 'y la posible regulaciéon de los segundos
mensajeros en la produccién de vainillina. AS: 4cido
salicilico; PIP2: Fosfatidil inositol 4,5 bisfosfato; IP3:
Inositol 3,4,5 trifosfato; DAG: Diacilglicerol; PAL: Fe-
nilalanina amonio liasa; DGK: Diacilglicerol cinasa; PA:
Fenilalanina.

La percepcion de esta senal provoca la mo-
dificacién en el metabolismo de los fosfoli-
pidos, con la consecuente generaciéon de los
segundos mensajeros. En nuestro modelo
se hipotetiza la posible regulacién de los
segundos mensajeros como el IP y el PA en
la produccion de vainillina estimulada por el
AS en suspensiones celulares de C. chinense.

Probablemente los pasos finales en la trans-
duccién de la sefal del inductor podrian
involucrar la traslocacion de cinasas hacia

el nucleo para modular factores de trans-
cripcion, resultando en un incremento en la
expresion de genes que codifican para las
enzimas que tienen un papel importante
en la ruta de biosintesis de la vainillina (en
este caso la fenilalanina amonia liasa) en
suspensiones celulares de C. chinense.

Para entender como la sefnalizacién fosfo-
lipidica se encuentra regulando el meta-
bolismo de los capsaicinoides, donde la
vainillina es un intermediario, se ha eva-
luado la actividad de la enzima clave en la
via de los fenilpropanoides, la fenilalanina
amonia liasa (PAL).

En experimentos realizados, la actividad
de la PAL es estimulada por el AS (datos no
mostrados) en las suspensiones celulares
de C. chinense, sin embargo, el incremento
en la actividad de la PAL generada en las
células por el tratamiento con el AS es dis-
minuida cuando también esta presente en
las células la neomicina.

Esto podria sugerir que la activacion de
la PAL estimulada por el AS podria ser re-
gulada por los segundos mensajeros ge-
nerados en la via de la enzima PLC. Por
otra parte, se llevaron a cabo ensayos para
analizar el efecto de la neomicina en la
produccién de vainillina estimulada por el
AS. Brevemente, las suspensiones celula-
res con 14 dias del ciclo de cultivo (1g de
células) fueron colocadas en 25 ml de me-
dio Murashige and Skoog (MS) fresco en
presencia y ausencia de neomicina (100
UM) durante una preincubacién de 15 min
antes de la adicion del AS (200 uM).

Los resultados obtenidos en este trabajo
muestran que la neomicina tiene un efecto
negativo en la produccién de vainillina. En las
células que contenian el AS la produccién de
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vainillina resulté estimulada en las suspen-
siones celulares de C. chinense (Figura 2). La
estimulacion de la formacion de vainillina
inducida por el AS fue disminuida cuan-
do las células fueron preincubadas con la

neomicina. Ademas, en las células con el
tratamiento Unicamente con la neomicina,
la produccion de vainillina presenta niveles
similares al testigo.

Figura 2
Produccion de vainillina en
las suspensiones celulares de C. chinense

Las suspensiones celulares fueron expuestas a neomicina 100 uM.
La fase movil utilizada fue ciclohexano:cloroformo:acido acético
(70:20:10). V: estdndar de vainillina; T: testigo, suspensiones celu-
lares que no fueron sometidas a tratamiento con neomicina; AS:
4cido salicilico, suspensiones celulares tratadas con el AS; N: Neo-
micina, suspensiones celulares tratadas con la neomicina; AS+N:
suspensiones celulares tratadas con la neomicina y el AS. Las
muestras fueron observadas en luz UV a 281 nm.

Discusion

La utilizacién de inductores es una herra-
mienta que permite incrementar la acu-
mulacion de metabolitos secundarios en
cultivos celulares que producen cantida-
des muy pequefas de éstas sustancias.
Varios estudios han demostrado que la
cascada de sefalizacion de la via de la PLC
tiene un papel importante en la respuesta
de la planta a los inductores.” La utiliza-
cién de inhibidores que interfieran en la
generacion de los segundos mensajeros
como la neomicina, ha permitido generar
evidencias del efecto inhibitorio de este
aminoglucésido en diferentes eventos en
la vida de la planta tales como la respuesta

de defensa estimulada por los inductores,
la deflagelacién y la expresion de genes
inducidos por estrés hiperosmotico.®

La inhibicién de la PLC consistentemente
atenua el contenido de vainillina estimu-
lada por el ASy afecta la actividad enzima-
tica de la PAL en las suspensiones celula-
res de C. chinense. Nuestros resultados son
consistentes con lo observado en la esti-
mulacién en la sintesis de la antraquinona
en R. tinctorum por el quitosano, donde su
acumulacion fue en gran medida reducida
con los antagonistas de la PLC, la neomici-
nayelU-73122.©0
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Por otra parte varios estudios han reportado
la participacion de los segundos mensajeros
como el IP, en la acumulacién de pisatinaen
guisante,” furanocumarinas en perejil,® an-
traquinonas en rubia roja,® medicarpina en
suspensiones celulares de alfalfa"y tujapli-
cina en el ciprés mexicano."”

Existen reportes de que otro segundo men-
sajero como el PA puede regular la biosin-

Conclusiones

Nuestros datos muestran que los segundos
mensajeros generados por la via de la PLC
podrian estar modulando la produccién de
vainillina estimulada por el AS a través de la
activacién de enzimas claves de la ruta de
biosintesis para la produccion de vainillina
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Resumen

Capsicum es un género reconocido como recalcitrante a la regeneracién de plan-
tas bajo condiciones in vitro, razén por la que aun resulta muy dificil aplicar las
técnicas biotecnoldgicas para su mejoramiento genético. Sin embargo, se ha lo-
grado la induccion de brotes y embriogénesis somatica en la especie C. annuum.
Estos protocolos muestran baja eficiencia, baja reproducibilidad, baja capacidad
de germinacién y alto indice de embriones deformados, mientras que los brotes
se forman arrosetados y no alcanzan a elongarse. Esta incapacidad de los chiles
para desarrollar plantas completas in vitro limitan el uso de las técnicas biotecno-
I6gicas en el mejoramiento y propagacion de sus cultivares. En nuestro grupo se
han desarrollado protocolos de regeneracién (embriogénesis somatica, organo-
génesis y brotes multiples) altamente eficiente y reproducible para Capsicum. Sin
embargo, la incapacidad para desarrollar plantas a partir de embriones somaticos
representa una limitante para la aplicacién de la Biotecnologia al mejoramiento de
chile habanero.

Palabras clave
Regeneracion in vitro, recalcitrancia, embriogénesis somatica, organogénesis

Introduccion
Capsicum es un género reconocido como recalcitrante a la regeneracion de plantas
bajo condiciones in vitro, por ello es muy dificil aplicar las técnicas biotecnoldgicas
para su mejoramiento genético. Aunque son pocos los reportes de morfogénesis
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de chile in vitro, hasta fecha reciente solo se habia logrado la induccién de brotes
y la embriogénesis somatica en la especie C. annuum.(12345678919 Sin embargo, los
protocolos de embriogénesis somatica de Capsicum reportados a la fecha muestran
la baja eficiencia, baja reproducibilidad, baja capacidad de germinacién y el alto in-
dice de embriones deformados, mientras que, por otro lado, los brotes se arrosetan
y no alcanzan a elongarse después de formados. Esta incapacidad de los chiles para
desarrollar plantas completas in vitro, limitan sustancialmente el uso de las técnicas
biotecnoldgicas en el mejoramiento y propagacién de sus cultivares.

Resultados

Nuestro grupo es pionero en los trabajos de
regeneracién de plantas in vitro de chile ha-
banero (Capsicum chinense).1:1%1314151617.18)
Recientemente hemos incorporando la
especie C. annuum a nuestros estudios de
regeneracion, también con resultados pro-
metedores (Figura 1).

Figura 1
Embriogénesis somatica directa
de Capsicum annuum

En este sentido reportamos la regenera-
cién in vitro para C. chinense, a partir de la
induccién de brotes multiples, con escalado
a un sistema de inmersién temporal (Bio-
MinT) (Figura 2) donde pudimos superar
los problemas de elongacion de los brotes,
problema comun al género."® Realizamos,
ademas, los primeros reportes de Embrio-
génesis Somdtica, directa e indirecta para
chile habanero."*'¥ Actualmente contamos

con un sistema de Embriogénesis Somdtica
Directa de Alta Eficiencia en Medio Liquido
(Figura 3) (Avilés-Vinas and Santana-Buzzy,
datos sin publicar). Contrario a lo que se ha
reportado para C. annuum, los protocolos de
embriogénesis somatica en chile habanero
que hemos establecido son altamente efi-
cientes y reproducibles, tanto directa como
indirectamente.

Contrario a la dependencia del genotipo
y del explante reportada para C. annuum,
en chile habanero hemos inducido la em-
briogénesis somatica a partir de diferentes
tipos de explantes, siendo el hipocotilo el
explante mas eficiente. Sin embargo, nos
encontramos trabajando para superar dos
de los problemas también reportados para
el género Capsicum: la alta frecuencia de
embriones deformados y la baja capacidad
de germinacion de los embriones somati-
cos, lo que limita drasticamente la regene-
racion de plantas completas en la especie.

Para lograr un mayor entendimiento sobre
la naturaleza de este fenémeno que afec-
ta no solo a todos los chiles sino a muchas
otras especies vegetales, estamos estudian-
do el papel que juegan diferentes factores
en la recalcitrancia del género Capsicum: el
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etileno acumulado en los recipientes de cul-
tivo; las proteinas en los embriones somati-
cos; las poliaminas, tanto endégenas como
adicionadas al medo de cultivo; los RCV,

particularmente el 2,4-D; algunos genes
asociados con la histodiferenciacién y con la
formacién del meristemo apical, entre otros.

Figura 2
Regeneracion in vitro de Capsicum chinense, a partir de la induccion de brotes
multiples, con escalado a un sistema de inmersion temporal (BioMinT)

Figura 3
Embriogénesis somatica directa de alta eficiencia
en medio liquido, de C. chinense

El papel del etileno

El etileno ha sido uno de los factores pione-
ros en los estudios que venimos realizando
sobre la recalcitrancia de chile habanero (C.
chinense) y al que le hemos dedicado una
especial atencion por los dramaticos efec-
tos que provoca a los cultivos de tejidos de
esta especie. En los inicios del proyecto de
chile habanero, detectamos la alta sensibi-
lidad de esta especie al etileno acumulado
en los recipientes de cultivo durante la re-
generacion in vitro. Los primeros trabajos
donde evaluamos la respuesta de diferentes

tipos de explantes de chile habanero a la
induccion de brotes, en el tratamiento con-
trol (sin RCV) pudimos observar una amplia
gama de respuestas que evidenciaban una
interaccion del explante con la presencia de
RCV en el medio de cultivo. Pudimos inferir
que la presencia del gas regulador etileno,
frecuentemente presente en los cultivos in
vitro, probablemente estuviera provocando
este anormal comportamiento, similar a los
efectos que provoca el etileno en las plantas:
triple respuesta, floracion in vitro, abscision
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de las hojas, envejecimiento precoz de las
plantulas y presencia de callo a lo largo de
todo el cuerpo de la planta. Posteriormen-
te constatamos que la respuesta de los ex-
plantes de chile habanero a las condiciones
de cultivo es contrastantemente diferente
cuando los explantes son cultivados en re-
cipientes ventilados y sin ventilar, sin regula-
dores de crecimiento. El etileno acumulado
en el recipiente de cultivo provoca un efec-
to realmente dramético desde que se inicia
el cultivo in vitro y a lo largo del desarrollo
de los brotes (Figura 4).“" El empleo de in-
hibidores de etileno en el medio de cultivo
(CoCl, y AgNO,), o la ventilacién de los re-
cipientes de cultivo, han permitido reducir
el efecto negativo de este regulador sobre
los brotes."? Sin embargo, a fin de conocer

mas sobre la naturaleza del efecto de este
gas regulador sobre la regeneracion in vitro
de chile habanero, analizamos el compor-
tamiento de dos genes relacionados con el
etileno: ERP (Ethylene Responsive Protein)
y ACCO (oxidasa del acido aminociclopro-
pano-1-carboxilico), ambos donados por el
grupo del Dr. Zuiiiga, aislados de una biblio-
teca de ADNc de suspensiones celulares de
Capsicum chinense. Los resultados revela-
ron una expresion diferencial durante el ci-
clo de cultivo, cuando se cultivaron los bro-
tes en recipiente sin ventilacién, respecto de
los ventilados, asi como del gen de la actina
(donado también por el Dr. Zufiga) emplea-
do como control. Los patrones de expresion
diferencial obtenidos evidenciaron diferen-
cias entre los tratamientos evaluados.

Figura 4
Anormalidades observadas durante el cultivo in vitro
de chile habanero, en presencia de etileno

a) Formacion de callo en los extremos del segmento nodal; b) Formacién de callo en diferentes partes de la
planta; c) Floracién temprana; d) Abscision de hojas; e y f) Plantulas desarrolladas en recipientes ventilados sin
presencia de etileno.
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Las proteinas endogenas

El panorama de las proteinas endégenas
en la embriogénesis somatica de chile ha-
banero tampoco ha sido muy alentador
al relacionarlo con la baja capacidad de
germinacion de los embriones somaticos
de esta especie. En un trabajo realizado,”
donde se estudié el comportamiento de
las proteinas a lo largo del desarrollo de
los embriones somaticos de chile haba-
nero, se observé que, contrario a lo repor-
tado para embriones somaticos de otras
especies, el contenido de proteinas de los
embriones somaticos de chile habanero
disminuye drasticamente con el avance de
su desarrollo, observando que el embrién
globular presenta la mayor concentracion
de proteinas y al arribar al estadio cotile-
donar las proteinas se abaten, llegando a
ser dramdticamente bajo su contenido. Al
analizar el perfil proteico se evidenciaron
nueve péptidos que fueron exclusivos para
el embrién cigético, los cuales no se expre-
saron en el perfil proteico del embrién so-
matico de esta especie. Coincidentemente,
cinco de estos péptidos mostraron pesos
moleculares similares a los reportados para
proteinas de reserva en otras especies.
Como resultado de un analisis bidimen-
sional (2D) del perfil proteico del embrion
somatico y del embrion cigético de chile

La influencia de las poliaminas

En los estudios realizados sobre el com-
portamiento de las poliaminas durante la
embriogénesis somatica de C. chinense,
hemos encontrado evidencias de que el
contenido de estas aminas alifaticas (Pas)
en los embriones somaticos difieren signi-
ficativamente del contenido observado en
el embriodn cigético de esta especie. De las
diferentes poliaminas detectadas, Putresci-
na (Put) y Cadaverina (Cad) fueron las mas

habanero, fueron detectadas proteinas las
cuales estuvieron ubicadas en un rango
de pesos moleculares de 20 y 130 KDa, y
el rango de 3-10 de punto isoeléctrico (pl).
Sin embargo, la mayoria de las proteinas se
expresaron en el rango de peso molecular
comprendido entre 33y 120 KDa y entre
4y 7 (pl), para ambos tipos de embriones.
De manera similar, en el perfil del embrién
cigético se observé un grupo de proteinas
enmarcadas en un rango de peso molecu-
larde40a40KDayenrangodeplentre7y
10, las cuales solo estuvieron presentes en
el perfil proteico del embrién cigético, no
asi en el del embrién somatico. Este grupo
de proteinas, por el rango de peso molecu-
lar y de punto isoeléctrico donde se locali-
zaron, pudieran pertenecer a proteinas de
reserva, probablemente a las globulinas,
aunque se requeriria secuenciar esas pro-
teinas para confirmar su identidad. Estos
resultados permiten inferir que este grupo
de proteinas que estan presentes en el per-
fil proteico del embrién cigético y ausentes
en el perfil proteico del embrién somatico
cotiledonar, pudieran tener alguna rela-
cién con la maduracion del embrién y, en
consecuencia, con la incapacidad de estos
embriones somaticos para germinar y con-
vertirse en plantas.

abundantes, mientras que la Espermidina
(Spd) y la Espermina (Spm) solo pudieron
ser detectadas en embriones somaticos.
Hemos detectado, ademas, tanto en em-
brién cigético como en embridén somatico,
la presencia de Cadaverina (Cad), una po-
liamina poco comun en plantas, siendo su
contenido significativamente mayor en los
embriones somaticos, en especial cuando
fueron cultivados en recipientes sin venti-
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lacién (SV). El contenido de PAs en los em-
briones somaticos de C. chinense también
varié durante el desarrollo, siendo menor
en los estadios tempranos (globular y co-
razén), aumentando hacia los estadios
mas avanzados (torpedo y cotiledonar). Se
ha observado también que las condicio-
nes de cultivos (con ventilacién y sin ven-
tilacion) influyen en el contenido de Pas,
siendo mayores en embriones cultivados
en recipientes sin ventilacion (SV).?"

Estamos estudiando el efecto de la aplica-
cién de poliaminas al medio de cultivo, asi
como del uso de inhibidores de poliaminas
(ciclohexilamina, aminoguanidina, a-Difluo-
rometilarginina, y a-Difluorometilornitina)
durante la embriogénesis somatica de esta
especie, con el fin de determinar el rol de
estos compuestos en la recalcitrancia del
género Capsicum. Resultados preliminares
indican que, al parecer, la aplicacion exé-
gena de algunas poliaminas puede influir
favorablemente en la germinaciéon de los
embriones somaticos de chile habanero.??

Un factor muy controvertido en los siste-
mas de regeneracion, por su naturaleza
mutagénica y a su vez por ser un inductor
por excelencia de la embriogénesis soma-
tica, es el 2,4-D. Esta auxina sintética resul-
ta fundamental durante la induccién de la
embriogénesis somdtica, mientras que es
antagodnica con la histodiferenciacién, por
lo que de manera general es suprimida del
medio de cultivo en esta etapa del proce-
so. Este regulador de crecimiento vegetal
es considerado como el factor responsable
del desarrollo anormal del meristemo api-
cal durante el cultivo in vitro, en diversas
especies vegetales.”® Nuestros resultados
en este sentido pudieran ser alarmantes

ya que hemos encontrado que existe una
dependencia del explante por el 2,4-D, no
solo para que la embriogénesis somatica
sea inducida sino atodo lo largo de la histo-
diferenciacién de los embriones somaticos
de chile habanero. A diferencia de los sis-
temas de embriogénesis somatica reporta-
dos a la fecha, para otras especies, el 2,4-D
no puede suprimirse después de inducida
la embriogénesis somatica en chile haba-
nero, de lo contrario, el proceso se detiene
y los embriones no avanzan mas alla del
estadio globular. Nuestra hipoétesis es que
el 2,4-D pudiera estar relacionado con las
deformaciones de los embriones al arribar
al estadio torpedo-cotiledonar, en esta es-
pecie. Estudios anatdmicos nos muestran
que los embriones somaticos de chile ha-
banero cuentan con un meristemo radicu-
lar muy bien definido, y los tejidos vascula-
res estan bien formados y organizados. Sin
embargo, las deformaciones detectadas en
la mayoria de los casos han sido localizadas
siempre en el meristemo apical. Estos resul-
tados permiten inferir que el 2,4-D pudiera
ser un elemento desestabilizador duran-
te el desarrollo y, en consecuencia, puede
estar relacionado con la malformacién que
sufre el meristemo apical de los embriones
de esta especie. Esta pudiera ser una de las
causas fundamentales de incapacidad de
los embriones somaticos de chile habane-
ro para germinar, por lo que estamos estu-
diando el papel de algunos genes, como
Wuschel (Wus), Clavata (CLV3), Cup-shaped
cotyledon 2 (CUC2), Leafy cotyledon 1y 2
(LECTy LEC2) y Shoot meristem (STM), en
el desarrollo del meristemo caulinar de los
embriones somaticos de chile habanero y,
muy posiblemente, del género Capsicum.
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Avances en la regeneracion in vitro de C. chinense

Actualmente contamos con un sistema de
regeneracioén in vitro via organogénesis di-
recta que permite la obtencién de plantas
completas capaces de crecer y desarrollarse
en campo. Este protocolo inicia a partir del
establecimiento de nudos como explante
inicial, que son cultivados en medio MS se-
misolido conteniendo tidiazurén (TDZ, 3.4
MM) y paclobutrazol (PAC, 3.4 uM). Bajo estas
condiciones se han obtenido por primera
vez no solo en la especie sino también en
el género Capsicum, neoformaciones o es-
tructuras organogénicas. Una vez formados
los brotes, éstos son transferidos a medio de
elongacion.® Este sistema de regeneracion
de chile habanero actualmente es el mas
eficiente y reproducible, el cual fue posible
cuantificar un promedio de 25 brotes por ex-
plante, superando los resultados reportados
para el género Capsicum (Figura 5). También
contamos con protocolos de embriogénesis
somadtica directa e indirecta en medio liqui-
doy semisolido (Figura 6), ambos altamente
eficientes y reproducibles, los cuales, ade-

mas de ser nuestro objeto de estudio, nos ha
permitido avanzar en el establecimiento de
protocolos de “seleccién bajo presién” para
diferentes tipos de estrés abiotico.

Figura 5
Organogénesis en chile habanero

a) Obtencidn de brotes; b) Brotes aislados;
¢) Elongacién y Enraizamiento.

Obtencion de lineas embriogénicas de chile habanero
tolerantes a estrés hidrico (peg) y de salinidad (nacl) in vitro

En lo particular, la salinidad y la sequia
constituyen en la actualidad la principal
causa de pérdidas en el rendimiento de los
cultivos econdmicamente importantes.®”
Orellana et al. (2012) pronostican que la
precipitacion pluvial en la Peninsula de Yu-
catan disminuird en los préximos 12 afnos,
mientras que la temperatura aumentard,
como consecuencia del calentamiento glo-
bal. Por estas razones y dada la importancia
del cultivo de chile habanero, es necesario
contar con programas de mejoramiento

genético enfocados a la obtencién de cul-
tivares mas tolerantes a los estrés que la
naturaleza les impone.

La variacién generada a partir del cultivo
in vitro conocida como “variacion soma-
clonal”?® es una herramienta biotecnolé-
gica de gran utilidad para la obtencién de
regenerantes con caracteristicas agrono-
micas deseables, como son la tolerancia
a sequia, salinidad o resistencia a enfer-
medades.”’?® En chile habanero hemos
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analizado la variacién genética obtenida a
través de diferentes sistemas de regenera-
cion por medio de marcadores molecula-
res RAPD (Randomly Amplified Polymor-
phic DNA) e ISSR (Inter Simple Sequence
Repeat). Como resultado, detectamos una
alta frecuencia de variacién somaclonal en
los sistemas de regeneracion que hemos
establecido (embriogénesis somatica di-
recta e indirecta, y organogénesis directa).
Esto ha sido la base para desarrollar me-
todologias de “seleccién bajo presién”, con
el fin de obtener lineas embriogénicas to-
lerantes a estrés hidrico y a salinidad, em-

Analisis y perspectivas

Desde hace algunos afos, las investiga-
ciones del grupo han estado enfocadas al
mejoramiento genético de chile habanero.
La obtencién de variedades mas tolerantes,
mas productivas y mejor adaptadas a las
condiciones ambientales, ha estado sus-
tentada en la implementacion de métodos
que permitan reducir el tiempo y los recur-
sos para lograr nuestro objetivo. En el me-
joramiento genético, la eficiencia depen-
derd en gran medida de la disponibilidad
de germoplasma de la especie, asi como
del empleo de herramientas biotecnolé-
gicas y moleculares, como complemen-
to fundamental de los métodos cldsicos
de mejora en plantas. Esta integracién de
métodos ha permitido la seleccién y rein-
corporacién al campo, de ocho variedades
criollas sobresalientes de chile habanero, lo
que marca el inicio irreversible de innova-
cién de la tecnologia de este importante
cultivo en la region. Estas variedades han
sido seleccionadas a partir del germoplas-
ma de la especie, colectado en la regién, y
apoyandonos en las técnicas moleculares
para la identificaciéon de los genotipos'®
y el uso del HPLC"® para determinar el ni-
vel de pungencia. Paralelamente, hemos
desarrollado protocolos de regeneracion

pleando como factores de seleccién polie-
tilenglicol (PEG) y NaCl, respectivamente.
Los valores de supervivencia, asi como los
analisis moleculares, andlisis de contenido
de prolina y de proteinas, evidenciaron
que cuando los embriones fueron expues-
tos a 15% de PEG o0 a 100mM de NaCl, se
generaron embriones somaticos de chile
habanero, tolerantes tanto a estrés de se-
quia como de salinidad, respectivamente.
Ambas lineas embriogénicas selecciona-
das mostraron perfiles de ADN diferentes
al de la planta donante, mediante el em-
pleo de marcadores RAPDs e ISSR.

altamente eficientes y reproducibles para
el género Capsicum (embriogénesis soma-
tica, organogénesis y brotes multiples). Sin
embargo, la incapacidad para desarrollar
plantas, tanto de los brotes como de los
embriones somaticos, representa un sig-
nificativo obstaculo para la aplicacién de
la biotecnologia al mejoramiento de chile
habanero. Sin embargo, los estudios que
estamos realizando nos permiten enten-
der que la recalcitrancia es un fenémeno
mucho mas complejo que una simple rela-
cién de factores externos con el explante.
El desbalance enddgeno de las proteinas
en los embriones somaticos; la presencia
de la Cad, una poliamina poco comun en
plantas; la dramdtica sensibilidad de esta
especie al etileno que se acumula en los re-
cipientes de cultivo, constatada ademas, a
través de la expresion diferencial de genes,
observada en brotes de chile habanero de-
sarrollados en recipientes sin ventilaciéon
comparado con brotes desarrollados en
recipientes ventilados, asi como la marcada
dependencia de los embriones al 2,4-D du-
rante la fase de histodiferenciacion relacio-
nada probablemente con el alto indice de
embriones deformados. Lo que demuestra
que este panorama pudiera ser interpre-
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tado como la causa de la incapacidad de
esta especie, posiblemente del género,
para desarrollar plantas completas in vitro.
Nuestros resultados nos permiten discre-
par con algunos reportes que se afirman
que la eficiencia y la reproducibilidad de
los sistemas de regeneracion en el género
Capsicum son bajas. Actualmente conta-
mos con sistemas altamente eficientes y
reproducibles, tanto para C. chinense como
para C. annuum, tanto en lo relativo a la
dependencia del genotipo como del tipo
de explante. Aunque hemos determinado
utilizar hipocotilo como explante comun
en nuestros protocolos de embriogéne-
sis somatica, hemos logrado inducir este
proceso directa e indirectamente con una
amplia variedad de explantes en ambas es-
pecies de Capsicum. Estos sistemas de em-
briogénesis somdtica nos han permitido
contar con lineas embriogénicas tolerantes
a salinidad y sequia para chile habanero.
En conclusion, C. chinense ha resultado un
modelo excelente para estudiar el fené-
meno de la recalcitrancia in vitro. A pesar
de que la severa recalcitrancia del género
ha sido la principal razén para los limitados
avances en el empleo de estas técnicas con
fines de propagacién y mejora en el géne-
ro Capsicum, actualmente existen avances
significativos sobre la regeneracién de dos
de las especies mas importantes especies
de los chiles: C. chinense y C. annuum. Por
otro lado, los progresos alcanzados en los
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Resumen

Resultados de nuestro laboratorio sugieren que el oomiceto Phytophthora capsici
desarrolla la enfermedad letal conocida como “Marchitamiento por Phytophthora”
a través de la inhibicién de la ruta de sefalizacion del etileno, debido a que la ac-
tivacién exdgena de esta via conduce a la generacién de resistencia en el chile ha-
banero. En el presente trabajo se estudio el efecto del tratamiento hormonal sobre
la capacidad del oomiceto para colonizar las raices de plantulas de chile habanero
cultivadas en hidroponia in vitro. Mediante microscopia electrénica de barrido se
encontrd que el tratamiento sistémico retrasa la migraciéon de zoosporas hacia la
epidermis del tejido radical e inhibe la capacidad de Phytophthora capsici para pe-
netrar y diseminarse a través de las raices. Este efecto perduré por mas de 30 dias,
corroborando la hipétesis de que la aspersion de plantulas de chile habanero con
etileno les confiere resistencia contra el Marchitamiento por Phytophthora.

Palabras clave
Marchitamiento por Phytophthora, induccién de resistencia sistémica, reguladores

del crecimiento vegetal

Introduccion

El etileno (ET) juega un papel fundamental en la activaciéon de la defensa en las
plantas frente a diferentes tipos de microorganismos patogénicos, a través de una
red compleja de sefalizacién que incluyen principalmente el dcido jasménico (JA)
y el 4cido salicilico (SA). Esta red de defensa se desencadena ante el ataque de
microorganismos patégenos, heridas causadas por animales herbivoros y dafo
por insectos.”

o
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Por lo general es aceptado que el ET opera de manera sinérgica con el JA en la
activaciéon de la defensa contra patégenos necrotréficos, mientras que el SA, con
el que interactia de manera antagdnica, confiere resistencia contra patégenos
biotréficos.? Sin embargo, tanto el ET como el SA se encuentran implicados en la
defensa contra patégenos biotréficos y hemibiotréficos. De manera adicional a sus
conocidos efectos sobre la maduracion de los frutos y la triple respuesta, existen
reportes de que el ET induce genes que codifican proteinas relacionadas con la
patogénesis (PR),® como las quitinasas y las glucanasas. También, el ET participa
en el fortalecimiento de la pared celular, estimula la lignificacién y la expresion de
genes que codifican proteinas estructurales de la pared.®

Del mismo modo el etileno producido después del ataque de patdégenos puede ser
un estimulo para la respuesta de defensa de una amplia gama de genes; incluyen
también las proteinas relacionadas a la patogénesis (PR).”

En nuestro laboratorio se ha determinado que el etileno aplicado exégenamente
puede conferir resistencia al chile habanero contra la infeccion por P. capsici.® En
esos resultados se propone que el tratamiento con compuestos liberadores de
etileno induce un tipo de resistencia sistémica adquirida en la planta, por lo que
el avance del patégeno es bloqueado aun cuando pudiese penetrar los sistemas
de defensa constitutivos basales.

De hecho, si la resistencia inducida por el etileno en plantas de chile habanero en-
ciende una respuesta de tipo sistémica contra el oomiceto Phytophthora capsici, el
tratamiento con esta hormona deberia limitar el avance del patégeno a través de
los tejidos en las plantas infectadas. La idea de que la resistencia inducida bloquea
el avance del patégeno aun cuando éste haya podido penetrar los sistemas preesta-
blecidos de defensa puede corroborarse mediante el analisis histolédgico comparati-
vo mediante el uso de la microscopia electrénica de barrido, en los tejidos infectados
de plantas tratadas con etileno y de plantas sin tratar. Estos experimentos podrian
permitir el determinar el efecto que tiene el etileno en el proceso de infeccion.

Materiales y métodos

Cultivo in vitro de chile habanero

en hidroponia

Plantulas germinadas in vitro, con dos ho-
jas cotiledonares, se colocaron en medio
de cultivo MS liquido"” suplementado con
nutrientes tiamina (500 mg-L"), L-cisteina
(25 mg-L"), mio-inositol (100 mg-L"), sa-
carosa (30 g-.L") y gel rite (2.2 g-L"); el pH
se ajusto a 5.6 con KOH 1M. Las plantulas
de chile habanero se mantuvieron en un
cuarto de cultivo en fotoperiodo (18 h luz

y 6 h oscuridad) a 25 °C, hasta que alcanza-
ron un mes de edad para posteriormente
ser infectadas.

Tratamiento de plantulas

de chile habanero con ethrel

Una vez que las plantulas de chile habane-
ro alcanzaron un mes de edad fueron tra-
tadas con 1 mL de ethrel 5 mM. El ethrel,
compuesto liberador de eetileno, se diluyé
con aguay se aplicé directamente sobre la
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plantula mediante aspersién. Después de
tratar a las plantulas, se taparon los frascos
por completo debido a que el ethrel es un
compuesto volatil y se esperé un tiempo
de 24 horas para que las plantulas fueran
inoculadas con el micelio de P. capsici. Las
plantas testigo (que fueron asperjadas 24
horas previamente con agua) fueron ino-
culadas con un disco del medio V8. Poste-
riormente se realizo la colecta del tiempo
cero y asi sucesivamente se llevé a cabo la
colecta hasta que se cumplio los tiempos
establecidos en la siguiente seccion.

Mantenimiento de la cepa

de Phytophthora capsici

La cepa de P, capsici se inoculé en una plan-
tula de chile habanero cultivada en fotope-
riodo in vitro (18 h luzy 6 h oscuridad) a 25
°C. Después de tres dias de la inoculacién
se tomo una parte del tejido infectado y se
colocé en medio solido V8 (Jugo V8 16.3%
v/v, CaCO, 3 g-L" y agar 16 g-L"). El cultivo
de P, capsici se mantuvo a temperatura am-

biente y se resembré cada mes, hasta su
uso. El desarrollo del micelio se observé al
segundo dia y asi consecutivamente hasta
que alcanzo la caracteristica de aracnoide.
El tiempo de crecimiento del micelio para
la inoculacion fue de 6 dias, debido a que
el patdégeno estaba en pleno desarrollo, cu-
briendo totalmente la caja con el micelio.

Inoculacion de plantulas

de chile habanero

Para la inoculacién de la raiz se tomé con
una espatula pequena un disco del micelio
de P, capsici. El disco de micelio fue adicio-
nado en el medio liquido en el que estaba
sumergida la raiz de la plantula. Cada disco
tenia un didmetro de 0.5 cm. Se colectaron
diferentes tejidos (raiz y tallo) para evaluar
lainfeccién en diferentes tiempos (0, 12, 24,
48y 72 h). Posterior a los tiempos estable-
cidos, se procedio a colectar los diferentes
tejidos correspondientes a los tratamientos
testigo y los tratamientos con ET, conforme
se describe en el Cuadro 1.

Cuadro 1
Esquema experimental del tratamiento con ethrel
e inoculacion con Phytophthora capsici en plantulas
de chile habanero (Capsicum chinense Jacq.)

In6culo
Tratamiento

Analisis histologico

con el Microscopio Electronico

de Barrido (MEB)

Los tejidos inoculados se cortaron en di-
ferentes tiempos (0,12, 24, 48y 72 h) y se
depositaron en una solucién fijadora amor-
tiguador de fosfatos a 0.2 M con pH= 7.2

dlametro colecta (h)
Medlo V8 semi-sélido
- Micelio de P. capsici
- Medio V8 semi-solido
- Micelio de P. capsici

Raiz

Tallo 0,12,24,48
Raiz y72
Tallo

mas glutaraldehido 2.5%, el cual detiene
toda actividad metabdlica que se lleve a
cabo en el tejido, este paso es llamado fi-
jacion; después, se lavaron los tejidos con
el amortiguador de fosfatos tres veces,
teniendo un cuarto y quinto lavado pero
con otras condiciones, 20 min en vacio y el
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resto del tiempo en refrigeracién con una
temperatura de 4 °C. El siguiente paso fue
la deshidratacion de la muestra, en la cual
éstas se agregaron en soluciones de etanol
con concentraciones graduales (30, 50, 70,
85, 96 y 100%), durante una hora en cada
solucién, 20 minutos a vacio y 40 en refri-
geracion, esto se realizé dos veces en cada
concentracién. La finalidad de la deshidra-
tacién es sustituir por etanol el agua que
se encuentra en el tejido. Las muestras se
secaron a punto critico con CO, en un se-
cador Tousimis® modelo Sandri-795, esto
para sustituir el etanol por CO, liquido el
cual finalmente se transforma a CO, gaseo-
so de tal forma que todos los espacios en

Resultados

Sintomatologia

de las plantulas de chile habanero
después de la inoculacion

Antes de realizar la colecta de los tejidos,
se llevo a cabo un analisis de los sintomas
de la enfermedad en las plantulas tratadas
y en los testigos. En las plantulas testigo
inoculadas con el oomiceto se observd un
desarrollo continuo del micelio desde prac-
ticamente las 12 h después de lainoculacion
(ddi) (Figura 1B); el desarrollo se incrementé
gradualmente y para las 72 h ddi existia un
desarrollo masivo del micelio en el medio de
cultivo, mientras que la planta mostraba sin-
tomas de necrosamiento, especialmente en
la raiz (Figura 1B). En las plantulas asperjadas
con ethrel se observaron sintomas de absci-
sion (Figuras 1Cy 1D), pero aunque si existié
desarrollo de micelio en medio de cultivo,
no se observé necrosamiento de la plantula
(Figura 1D).

el tejido vegetal que contienen etanol se
llenan con CO, para que el tejido no pier-
da su estructura original y se deforme du-
rante la observacién en el MEB. Por ultimo,
las muestras fueron metalizadas con una
cubierta de oro de 150 A° de grosor para
hacerlas conductoras, se utilizé6 un metali-
zador Denton® Vacuum Desk II. Finalmen-
te se utilizé un microscopio electrénico de
barrido marca JEOL®, modelo JSM-6360LV,
para observar todos los tejidos de chile ha-
banero inoculados con P. capsici, asi como
sus respectivos controles.

Debido a que las plantulas del tratamiento
4 no presentaron grandes sintomas a las 72
h ddi, se decidié continuar la observacion
de todos los tratamientos hasta los 9 dias
ddi, con el objetivo de observar hasta qué
momento se mantenia el efecto protector
contra el oomiceto por la aspersion de las
plantulas con ethrel.

Como puede observarse en laFigura 2, para
los 9 dias ddi las plantulas del tratamiento
2 ya presentaban muerte por necrosamien-
to, mientras que las plantulas asperjadas
con ethrel mostraban una profunda abs-
cision (Figuras 2C y 2D), pero no mostraba
necrosamiento (Figura 2D). Esto concuerda
con lo observado anteriormente, de que la
interaccion de C. chinense-P. capsici es de
tipo compatible (Figura 2B), pero puede ser
revertida por la aspersién con compuestos
liberadores de etileno.
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Figura 1
Sintomatologia del Marchitamiento por Phytophthora

T (horas)

Plantulas de chile habanero fueron asperjadas con agua (A y B) o con ethrel By D) e
inoculadas con agar (A 'y C) o con micelio del oomiceto (B y D). Los sintomas fueron
observados en los intervalos mostrados.
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Figura 2
Efecto del etileno sobre el
Marchitamiento por Phytophthora

Plantulas de chile habanero de un mes de edad

fueron asperjadas con agua (A y B) o con ethrel (C
y D), e inoculadas con Phytophthora capsici (B'y C).
Como testigo, las plantulas fueron inoculadas con
agar (Ay Q).

Observacion microscopica

en el MEB

En las siguientes figuras se muestran las
micrografias electronicas de muestras de
raices y tallos de las diferentes plantulas
testigo y las plantas asperjadas con ethrel.

En la Figura 3 se muestran las micrografias
del epitelio de la raiz a las 12 h ddi, de las
plantulas asperjadas con agua (3A) o con
ethrel (3B). Puede observarse que en el
epitelio de las plantulas asperjadas con
agua se localizan mosaicos de esporas,
muchas de ellas germinadas (Figura 3A),
mientras que en las plantulas asperjadas
con ethrel no existen practicamente es-
poras y se encuentran algunos segmentos
cortos de micelio (Figura 3B).

En la Figura 4 se muestran los resultados a
las 24 h ddi. Puede observarse una mayor
cantidad de micelio desarrolldandose so-
bre el epitelio delas plantulas testigo (Fi-
gura 4A). Cortes transversales realizados
en las raices mostraron una incipiente pe-
netracion del micelio del oomiceto en el
epitelio radicular, pero no se observa que
se haya difundido a las células corticales.

Figura 3
Micrografias de esporas
adheridas al epitelio radicular

Ethrel

Segmentos de raiz de plantulas asperjadas con
agua o con ethrel fueron observadas en el MEB a
las 12h ddi.

No obstante, en estos tiempos parece
comenzar a afectarse la integridad de los
haces vasculares, pues al comparar con
los haces de las plantulas asperjadas con
ethrel muestran una geometria menos
estructurada; sobre todo, las paredes de
los haces tienen una apariencia de menor
“rigidez". Es importante mencionar que en
esta etapa no se observé una obstruccién
aparente de los haces vasculares.

En la Figura 5 se muestran los resultados
a las 48 h ddi. En este periodo se observa
que el micelio esta desarrollandose profu-
samente sobre el epitelio de las plantulas
asperjadas con agua y en menor medida
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Figura 4
Micrografias de la dispersiéon de micelioalas 24 h

HO Ethrel H,0 Ethrel

Segmentos de raiz de plantulas asperjadas con agua o con ethrel, observados en
el MEB a las 24 h ddi. A: desarrollo de micelio en la superficie epitelial; B: cortes
transversales de raiz a diferentes niveles de resolucion. Ep: epitelio; Cr: células
corticales; Av: haces vasculares.

Figura 5
Micrografias de la dispersion de micelio a las 48 h
2

H20 Ethrel H.O Ethrel

Segmentos de raiz de plantulas asperjadas con agua o con ethrel, observados en
el MEB a las 48 h ddi. A: desarrollo de micelio en la superficie epitelial; B: cortes
transversales de raiz a diferentes niveles de resolucion. Ep: epitelio; Cr: células
corticales; Av: haces vasculares, H: hifas.
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en las plantulas asperjadas con ethrel (Fi-
gura 5A). En el panel 5B se muestran cor-
tes transversales de raiz, en donde pueden
verse claramente diferencias significativas
por el tratamiento hormonal.

En los cortes de raiz de las plantulas testi-
go se observa que el micelio del patoége-
no ha invadido totalmente el epitelio y se
ha dispersado abundantemente a través
de los haces vasculares, los cuales ya se
encuentran extensivamente dafados. En
contraste, en las raices de las plantulas
tratadas con ethrel existe una alta prolife-
racién de micelio en el exterior, que ha co-
menzado a invadir ligeramente el epitelio.
No obstante, los haces vasculares se en-
cuentran practicamente libres de micelio
y conservan su integridad aparente.

Finalmente, en la Figura 6 se muestran
los resultados a las 72 h ddi. En el panel
A puede observarse que el epitelio radicu-
lar de las plantulas testigo esta totalmen-
te cubierto con el micelio del oomiceto e
inclusive se encuentran hifas emergiendo
del mismo en multiples regiones, pero
en las plantulas asperjadas con ethrel se
aprecia desarrollo superficial sin aparen-
temente haber penetrado el epitelio. Las
micrografias electronicas de los cortes
transversales de las raices muestran que
para esta etapa el micelio del oomiceto ya
ha obstruido totalmente la luz de los ha-
ces vasculares, mientras que en las plan-
tulas tratadas con ethrel solo se observa
desarrollo en el epitelio, encontrandose
los haces vasculares practicamente libres
de micelio.

Figura 6
Micrografias de la dispersiéon de micelioalas 72 h

H,0

Ethrel

HZO Ethrel

“.

Segmentos de raiz de plantulas asperjadas con agua o con ethrel, observados en
el MEB a las 72 h ddi. A: desarrollo de micelio en la superficie epitelial; B: cortes
transversales de raiz a diferentes niveles de resolucion. Ep: epitelio; Cr: células

corticales; Av: haces vasculares, H: hifas.



EL MEJORAMIENTO GENETICO DEL CHILE HABANERO DE LA PENINSULA DE YUCATAN

Discusion

Resultados previos de nuestro laboratorio
demostraron que la aspersién con etileno
(en forma de etefon) conferia resistencia al
chile habanero contra la enfermedad letal
causada por el oomiceto Phytophthora cap-
sici® En ese estudio, la inoculaciéon del pa-
tégeno se realiz<é mediante la colocacion
de un disco de micelio del oomiceto sobre
dos de las hojas verdaderas de plantulas de
un mes de edad. Lo que se observé es que
el micelio es incapaz de diseminarse por los
tejidos de las hojas asperjadas, proponien-
do que el tratamiento conducia al estable-
cimiento de un tipo de resistencia sistémica
inducida (ISR por sus siglas en inglés).©

La propuesta anterior implica que si la as-
persidon con etileno establece un tipo de
ISR, entonces toda la planta deberia quedar
inmunizada contra el ataque del patégeno,
aun en sitios distantes del lugar de aplica-
cion, inclusive la raiz.

Para probar esta teoria, en el presente traba-
jonos propusimos asperjar los tejidos aéreos
de plantulas de chile habanero cultivadas in
vitro, para posteriormente inocularlas con
el patégeno y comparar en el nivel micros-
copico el avance del mismo, con relacién al
avance en plantulas testigo.

Los resultados del presente trabajo mues-
tran que, de manera espectacular, la asper-
sion con etileno sobre el tejido aéreo afectd
de manera significativa el desarrollo de P
capsici en las raices de las plantulas testigo.
En tiempos tempranos, se detecté que el
tratamiento provocd una disminucién de
la cantidad de esporas adheridas a la su-
perficie de la raiz. Pudo apreciarse también
en esta etapa que algunas de las esporas ya
habian germinado, emergiendo pequenas
hifas. En relacion con este mecanismo de
infeccion, se ha propuesto indicar que una

vez que las esporas alcanzan la superficie
del tejido del hospedante, se adhieren me-
diante moléculas de adhesion® (Meng et
al., 2009). Entonces, un tubo germinativo
emerge y de él se desarrolla una hifa o un
apresorio, que también se adhieren me-
diante moléculas de adhesién.

Comparando los datos de la literatura con
las evidencias experimentales, se puede
decirque en nuestro sistemalainfecciénya
se hainiciado por lo menos hacia las 12 ho-
ras después de la inoculacién. Esto se pudo
constatar porque para las 24 h las hifas del
patdégeno ya se encontraban cubriendo
la coronilla de la raiz. Se ha mencionado
que, una vez que el patégeno desarrolla
hifas, el patdégeno secreta efectores cito-
plasmaticos y apoplasticos con la finalidad
de penetrar en el tejido®® (Kamoun, 2006).
Las micrografias de este trabajo tomadas
a las 24 h mostraron esporas en aperturas
naturales (lenticelas) del tejido y observa-
ciones en cortes transversales de la raiz se
observé que las esporas del patégeno ya
se encontraban adheridas a las células epi-
dermales, asi como a las células corticales.
La evaluaciéon de la infeccion a las 48 y las
72 horas indican que el patégeno ha de-
sarrollado una mayor agresividad, ya que
la superficie de la raiz se encontraba total-
mente cubiertas por las hifas de P. capsiciy
el tejido se encontré colapsado totalmen-
te y con sefiales de necrosamiento.

En relacién con los efectos producidos por
el tratamiento con etileno, que detiene el
progreso de la enfermedad, los resultados
mostraron que se evitd la migracién de
las esporas hacia la epidermis de la raiz, se
detuvo el avance del patédgeno a través de
los vasos conductores (xilema y floema) y
como consecuencia de ello se mantuvo
la integridad de los tejidos de la raiz y del
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tallo. NUfez-Pastrana et al. (2011)® propo-
nen que como resultado de la resistencia
sistémica inducida por el etileno, el avance
del patégeno deberia ser bloqueado, aun
cuando éste pudiese penetrar los sistemas
de defensa constitutivos basales. Nuestros
resultados corroboran esta hipdtesis, ya
que en los tejidos de las plantulas tratadas
practicamente se eliminaron los sintomas,

Conclusiones

Como conclusién, puede mencionarse que
el tratamiento con etileno, que conduce a
la resistencia contra P. capsici en el chile ha-
banero, reduce la capacidad de las esporas
del patégeno para migrar hacia la epider-
mis del hospedante y limita su capacidad
para dispersarse a través de sus los tejidos.

En la literatura se ha propuesto que el éxi-
to de los oomicetos para infectar mortal-
mente a sus hospedantes se basa en su
capacidad para bloquear o manipular los
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Resumen

El mejoramiento genético es una herramienta muy util que permite obtener plan-
tas resistentes a enfermedades o a otros tipos de estrés que afectan negativamente
la productividad de cultivos de importancia agronémica. El primer paso para la ob-
tencion de plantas tolerantes es la identificacién y clonacién de genes de interés.
Existen diversas estrategias para la clonacién de genes. Una de las estrategias es la
clonacién directa, en la cual los genes se aislan mediante el uso de cebadores espe-
cificos. La otra estrategia es la clonacion inespecifica, mediante la cual se clonan gru-
pos de genes cuyos transcritos se encuentran representados diferencialmente en la
poblacién de ARN mensajeros, debido a condiciones ambientales o del desarrollo
especificas de las células o tejidos en estudio. Las dos estrategias experimentales
mas utilizadas para la identificacion y el aislamiento de genes de interés han sido
la sintesis y escrutinio de la biblioteca de ADN complementario y la técnica conoci-
da como el despliegue diferencial de ARNs. En nuestro laboratorio hemos aplicado
ambas estrategias para generar bibliotecas de ADN complementario, en las cuales
se encuentran representados genes que codifican proteinas estructurales, de sefia-
lizacion, de respuesta a estrés bidtico y abidtico, de proteinas clave en las rutas de
biosintesis de hormonas, del metabolismo constitutivo y de la replicacién del ADN,
entre otros. Estas colecciones de genes constituyen una poderosa herramienta para
la obtencion de plantas mejoradas genéticamente.

Palabras clave
RT-PCR, ADNc, mejoramiento genético, clonacién de genes, expresiéon génica

Introduccion

El chile habanero es afectado por diversos factores que incluyen cambios en el am-
biente en el que se desarrollan y la interaccién con otros organismos. Las estrategias
de manejo utilizadas actualmente involucran la aplicaciéon de productos quimicos
gue a largo plazo disminuyen su eficiencia debido a que en la mayoria de los casos
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los patdégenos adquieren resistencia a ellos,” por lo que actualmente la biotecnolo-
gia como una herramienta para la obtencion de plantas mejoradas genéticamente
es indispensable.?? Uno de los requisitos para el mejoramiento genético es contar
con genes que confieran a la planta resistencia a las condiciones ambientales, in-
cluyendo estrés abidtico y biético.”’ Los genes de interés pueden ser obtenidos de
diferentes maneras. El principal interés de nuestro grupo de trabajo es estudiar la
interacciéon entre el chile habanero y el oomiceto Phytophthora capsici, el cual es
un patégeno que afecta mortalmente al chile habanero de manera irremediable.”

Para poder entender esta interaccion, en nuestro laboratorio hemos establecido
diferentes modelos que permitan controlar el efecto de las condiciones ambien-
tales. Inicialmente se utilizaron cultivos de suspensiones celulares,”® pero también
hemos utilizado plantulas cultivadas in vitro.®” El objetivo es reducir la posibili-
dad de que elementos bidticos o abiéticos del medio ambiente puedan activar
los mecanismos de defensa, interfiriendo con la interpretacién de los resultados
especificos de nuestros modelos.

A partir de las suspensiones celulares hemos obtenido bibliotecas de ADNc,® las
cuales estdn compuestas por marcos de lectura completos de genes involucrados en
diferentes procesos celulares. Algunos de los genes clonados por esta metodologia
incluyen genes de proteinas relacionadas con la patogénesis (PR10), metalotioneinas,
w-6-desaturasas, esterasas, proteinas de pared celular, el regulador transcripcional
NPR1, el factor transcripcional WRKY, la proteina de sefalizacion MAPK y proteinas
involucradas en el estrés oxidativo, entre otros.

Adicionalmente, hemos utilizado la técnica del despliegue diferencial de ARNs
para la identificacién de genes involucrados en la respuesta del chile habanero
al oomiceto Phytophthora capsici® Mediante esta técnica es posible determinar
e identificar genes que se modifican diferencialmente bajo condiciones de estrés,
comparando las poblaciones de transcritos de 6rganos o tejidos testigo con las de
tejidos sometidos a estrés.” Esta técnica ha permitido la identificacion de genes
que se modifican como respuesta a la infeccidon por P. capsici; sin embargo, tiene
una desventaja, Unicamente se obtienen fragmentos de aproximadamente 300
pb, por lo que es necesario realizar ensayos adicionales si se pretende clonar los
ADN complementarios completos para realizar el mejoramiento genético. Algunos
de los ADN transcritos identificados mediante esta metodologia corresponden a
proteinas de defensa y de diversos procesos celulares, lo que permitié entender
mejor los cambios que se presentan en diferentes niveles de la respuesta de la
planta a este patégeno.©

Los genes clonados en este trabajo han servido como base para diversos estudios
sobre la interaccién entre el chile habanero y sus patégenos, y para establecer los
protocolos de transformacién del chile habanero que posteriormente permitiran
realizar el mejoramiento genético de este cultivo.®
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Resultados

Construccion y analisis de

bibliotecas de ADN complementario
El mejoramiento genético de cultivos ve-
getales requiere la clonacién de marcos de
lectura completos de los genes de interés,
el establecimiento de los métodos para
la transformacién de plantas y de manera
muy importante la regeneracién de plantas
completas a partir del tejido transformado.
Es por esto que nuestro objetivo inicial fue
la clonacién de marcos de lectura com-
pletos de chile habanero, posteriormente
se determiné su modificacion al adicionar
homogeneizados de P. capsici y al infectar
plantulas de chile habanero con micelio de
P. capsici. Los marcos de lectura fueron ob-
tenidos mediante la sintesis de una biblio-
teca de ADNc de suspensiones celulares de
chile habanero (Smart cDNA library syn-
thesis kit Clontech®). El primer paso para la
sintesis de la biblioteca fue la obtencién de
ARN total de excelente calidad (Figura 1A).

Una vez que se obtuvo el ARN se sintetizé
el ADNc, se amplificé mediante PCR (Figura
1B), y se fraccioné mediante columnas de
exclusién molecular (Figura 2).

El siguiente paso es la titulacion de la bi-
blioteca, que consistié en poner en con-
tacto los fagos que contienen el ADN con
las bacterias de E. coli LE392, se siembran
y se cuentan las unidades formadoras de
placa en tres diluciones. La biblioteca tuvo
un titulo de 1.4 x 10° ufp, indicando que la
biblioteca sintetizada fue de muy buena
calidad. Posteriormente se caracterizé la
biblioteca de ADNc, mediante la amplifica-
cién por PCR de los fragmentos contenidos
y mediante el uso de enzimas de restric-
ciéon. La amplificacién de los fragmentos
fue el método mas preciso para determi-
nar el tamano, porque en algunos casos los
fragmentos tenian sitios de corte internos
y generaban mas de una banda (Figura 3).

Figura 1
Obtencion de ARN total
y sintesis del ADNc

Dos microgramos de ARN total extraido de suspensiones celulares de
chile habanero fueron fraccionados por electroforesis en gel de agarosa
al 1.1% y tefidos con 1 ug-mL" de bromuro de etidio. Los carriles 1y 2

contienen muestras independientes.
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Figura 2
Fraccionamiento del ADNc
mediante columnas de exclusion molecular

123 45678 91011121314151617181920

Se colocé el ADNc amplificado en una columna'y se colectaron las fracciones
en diferentes tubos, posteriormente se realizé una electroforesis para elegir

las fracciones de mayor tamano.

Figura 3
Determinacion del tamaio promedio de los insertos

.
- o l.“...“.*‘.... hi S,

Alicuotas de los productos de PCR obtenidos con cebadores universales M13
fueron fraccionados por electroforesis en gel de agarosa al 1.1% y tefidos
con 1 ugmL" de bromuro de etidio. Cada nimero de carril representa la
amplificacion de clonas independientes “picadas” al azar. Pb, se indica el

tamano de tres bandas de la escalera de ADN de 1 kB (Invitrogen®).

Finalmente, para determinar la presencia de
marcos de lectura completos, se eligieron al
azar clonas con insertos de mas de 900 pb y
se enviaron a secuenciar. Las secuencias fue-
ron comparadas con secuencias reportadas
en el Genbank y posteriormente registradas
en la EMBL.

Las secuencias deducidas de aminoacidos
obtenidas fueron comparadas con las bases

de datos del Munich Information Centre
for Protein Sequences (MIPS, http://mips.
helmholtz-muenchen.de/proj/funcatDB/).”)

En este Centro se encuentran anotadas ba-
ses de datos gendémicos de diferentes espe-
cies vegetales, incluyendo Triticum aestivum,
Zea mays, Oryza sativa, Sorghum bicolor, Bra-
chypodium distachyon, Arabidopsis thaliana,
Medicago truncatula y Solanum lycopersicum.
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En la Figura 4 se muestra una grafica con la
representacion de cada categoria funcional
después de su analisis en el MIPS:

Los genes de MAPK, actina, WRKY y NPR1
fueron clonados mediante RT-PCR. Se rea-
lizb la comparacién de las secuencias re-
portadas para sintetizar los cebadores de-
generados o especificos que se utilizaron
para amplificar los genes. A partir de ARN

de chile habanero se realizé la amplifica-
cién de los genes, se verificd el tamafo, se
ligd en el vector de clonacioén, se transfor-
maron bacterias de E. coli DH5a y se ais-
laron las clonas que poseen el inserto del
tamano deseado. De cada uno se enviaron
a secuenciar tres clonas y se analizé la se-
cuencia para identificar el inserto.

Figura 4
Analisis funcional de las clonas de ADNc

[l Metabolismo

B Energia

[l Ciclo celulary ADN

B sintesis de proteinas

4 Destino proteico

B Proteinas con cofactores

[l Transporte celular
Comunicacién celular

[l Defensay rescate celular
Interaccién con el ambiente

I Localizacion subcelular
Proteinas sin clasificacion

16

Las clonas representativas fueron clasificadas funcionalmente con base en el alineamiento de sus secuencias
deducidas de aminoacidos en la base de datos del Munich Information Centre for Protein Sequences (MIPS).)

Identificacion de genes expresados

diferencialmente, mediante RT-PCR

En nuestro laboratorio hemos aplicado la
técnica del despliegue diferencial de ARNs
para identificar genes que se expresan
diferencialmente durante la interaccion
planta-patégeno. Los modelos experimen-
tales en los que hemos trabajado son la eli-
citacion in vitro de callos de Cocos nucifera
con quitosan'® y la interaccién Capsicum
chinense-Phytophthora capsici.®”

Para el estudio, se realizaron 22 combinacio-
nes de cebadores de anclaje y universales,
con los cuales se pudo detectar un total de
36 bandas diferenciales. En el Cuadro 1 se
presenta un resumen de estos resultados.

En el modelo del chile habanero, algunos de
los genes identificados y analizados ya fue-
ron descritos en un capitulo anterior. En esta
parte se detallard la identidad de sus respec-
tivas secuencias deducidas de aminoacidos.

El Cuadro 6 muestra un resumen de algunas
caracteristicas de los transcritos expresados
diferencialmente que se pudieron clonar, in-
cluyendo su clave, su tamaro, su identidad
y el efecto de la infeccién sobres sus niveles
de expresion. Como se puede observar, las
secuencias tienen identidad con proteinas
gue participan en transporte y la asimilacion
de nitrégeno, asi como en el trafico vesicular
y la regulacion de la transcripcion.
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Al revisar la identidad de las secuencias, se
pudo entender por qué para algunas de
ellas solamente hubo cambios en la expre-
sion, pues las proteinas correspondientes
participan en procesos metabdlicos que

estan activos en condiciones normales. Esta
podria ser la razén por la que se observé un
nivel basal en las plantas no inoculadas al
realizar el analisis del Northern blot reverso.

Cuadro 1

Identidad de clonas del banco de ADNc

de chile habanero

Clave EMBL Identidad Categona
funcional

AJ879118 Poli-ubiquitina 14
AJ879069 Q-6 4cido graso desaturasa 01,32
AJ879065 Transportador ABC 20
AJ879071 Q-6 desaturasa 01,32
AJ879119 Esterasa 32
AJ879062 Proteina de pared celular-1 70,32
AJ608158 MAPK-1 30,36
AJ879068 Proteina ribosomal L37a 12
—————— Proteina inducida por TMV 32
AJ879115 PR10 32
—————— Inhibidor de proteinasas 18
AJ878871 Proteina relacionada con la patogénesis 32
—————— Proteina relacionada con la patogénesis 32
—————— Proteina relacionada con la patogénesis 32
—————— Proteina relacionada con la patogénesis 32
AMO040275 Proteina hipotética -1 99
AJ608159 MAPK-2 30, 36
AJ879117 ACC oxidasa 01,36
AJ879116 Metalotioneina-1 32
AJ879936 Proteina putativa asociada a receptor 30
AJ879121 Glutation S-transferasa 32
—————— Tipo ATPasa 02,20
AM040277 Factor de replicacion A 10
—————— Ornitina descarboxilasa 01
AJ973135 Glutatién peroxidasa 32
AMO040276 Oxidasa asociada a FAD 16,36
AMO040272 Proteina de pared celular-3 70
AJ879070 Enzima conjugada a ubiquitina 14
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Continuacioén...

Clave EMBL | Identidad Categoria
funcional

AMO040273
AM040269
AMO040274
AM040278
AJ879120
AJ879063
AJ879064
AJ879072
AJ879066
AJ879067
AM040266
AMO040268
AMO040271
AM040267
AM168448
AJ608160
AM900560
AM900559

Proteina de respuesta a etileno 30, 36
Alcohol deshidrogenasa 02
Proteina putativa de dedo de zinc 16
Proteina inducida por auxinas 30, 36
Proteina inducida por cido araquidénico 30
Metalotioneina-2 32
V-ATPasa 02,20
Proteina tipo extensina 70,32
Peroxidasa anidnica 32
GST/peroxidasa 32
Proteina 14-3-3 30
malato deshidrogenasa citosdlica 02
Glutation S-transferasa-12 32
Proteina inducida por fosfatos (phi-1) 32
Actina 70
MAPK-3 30, 36
Factor transcripcional tipo WRKY 1 11
NPR1 30

Se muestra la categoria funcional de las clonas seleccionadas al azar, de acuerdo

con MIPS.

Cuadro 2

Numero de bandas identificadas como diferenciales

por cada combinacion de cebadores

Cebadores . Bandgs Oligonucleotidos . Band;?s
diferenciales diferenciales
S 4

P1:T1 P4:T1

P1:T2 P4:T5 _
P1.T4 P4:T6 -
P2:T1 1 P4:T7

P2:T2 -—— P4:T8 3
P2:T3 1 P6:T1 2
P2:T4 -—— P6:T5 -—-
P2:T5 -—- P8:T1 -—-
P3:T1 ——— P8:T6 3
P3:T5 3 P8:T7 3
P3:T6 -—- PO:T1
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Capsicum chinense
Solanum tuberosum
Solanum lycopersicum
Petunia hybrida

Capsicum chinense
Solanum tuberosum
Solanum lycopersicum
Petunia hybrida

Capsicum chinense
Solanum tuberosum
Solanum lycopersicum
Petunia hybrida

1
DCTEEFDAIH
DCTEEFDAIH
DCTEEFDAIH
DCTEEFDAIH
51
LAPIKELVQT
LAPIKELVQT
LAPIKELVQT
LAPIKELAPA
101
LGLPVGKHIF
LGLPVGKHIF
LGLPVGKHIF
LGLPVGKHIF

Cuadro 3
Comparacion de la secuencia deducida de aminoacidos
de la clona CCD-4 de chile habanero

SDKAKKLLED
SDKAKKLLED
SDKAKKLLED
SDKAKKLLED

PTRSVALIPR
PTRSVALIPR
PTRSVALIPR
-VRSVALIPR

LCATIDDKLC
LCATVDDKLC
LCATVDDKLC

LCAIIDDKLC

FRIGELITTG
FRIGELITTG
FRIGELITTG
FRIGELITTG

EKIPCKLVDK
EKIPCKLVDK
EKIPCKLVDK
EKIPCKLVDK

MRAYT
MRAYT
MRAYT
MRAYT

YTSDSSPNSS
YTSDSSPNTS
YTSDSSPNSS
YTSDSSPNNS

QSISPDVRRF
QSISHDVRKF
QSISHDVRKF
KSISHDVRKF

50
VHGSSSISSF
VHGSSSISSF
VHGSSSISSF
VHGSSSFSGF

100
RFALPSEDQV
KFALPSEDQV
KFALPSEDQV
RFALPSEDQV

125

Esta clona tiene mayor nivel de identidad con la secuencia peptidica de la nitrato reductasa de Solanum tuberosum
y Nicotiana benthamiana, respectivamente.

Cuadro 4
Comparacion de la secuencia deducida de aminoacidos
de la clona CCF-6 de chile habanero

1 50
Capsicum chinense  GSVLTSNGIV EMGACIMDGI TKNCGAVSGL TTVVNAISLA RLVMEKTPHI
Vitis vinifera GSVLTTDGTV EMEACIMDGN TKKCGAVSGL TTVVNPISLA RLVMEKTPHI
Ricinus communis GSVLTTEGTV EMEACIMDGK TKKCGAVSGL TTVVNAISLA RLVMEKTPHI
Populus trichocarpa GSVLTSRGTV EMEACIMDGN SKKCGAVSGL TTVVNAISLA RLVMDNTPHI
51 100
Capsicum chinense  YLAFEGAEAF AREQGVETID SSHFVTPRNI ERLKQAKEAN KVQVDYNTRP
Vitis vinifera  YLAFDGAEAF AREQGVETVD ASHFITPENI ERLKQAKEAN RVQIDY.TQP
Ricinus communis YLAFDGAEAF AREQGVETVD SSQFVTPENV ERLKQAKEAN RVQIDY.TQP
Populus trichocarpa YLGFDGAEAF AREQGVETVD SSHFITPENI ERLKQAKEAD RVQMDY.TQP
101
Capsicum chinense IPKGDK
Vitis vinifera ITKDTK
Ricinus communis IQKNEE
Populus trichocarpa IQKDEK

Esta clona tiene mayor nivel de identidad con la secuencia peptidica de la asparaginasa de Vitis vinifera, Ricinus communis
y Populus trichocarpa, respectivamente.
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Cuadro 5

Comparacion de la secuencia deducida de aminoacidos

Capsicum chinense
Solanum tuberosum
Vitis vinifera

Ricinus communis

Capsicum chinense
Solanum tuberosum
Vitis vinifera

Ricinus communis

Capsicum chinense
Solanum tuberosum
Vitis vinifera

Ricinus communis

Capsicum chinense
Solanum tuberosum
Vitis vinifera

Ricinus communis

de la clona CCG-7 de chile habanero

1
IVEYQDFVVR
IVEYQDFVVR
IVEYQDFVVR
IIEYQDFVVR

51

GKIYFLLVRI
GKIYFLLVRI
GKIYFLLVRI
GKIYFLLVRI
101
GESIPIRLFL
GESIPIRLFL
GESIPIRLFL
GESIPIRLFL
151
TMFRLAETS
TMFRLEETS
TVYRLPETS
TIYRLQENS

NYTPPPSINN
NYSPPPSINN
NYTPPPEINT
NYSPPPPVNN

KIKNMDLEIR
KIKNMDLEIR
KIKNMDLEIR
KIKNMDLEIR

SPYELTPTYR
SPYELTPTYR
SPYELTPTHR
SPYELTPTHR

SIKMEVGIED
SIKMEVGIED
SIKMEVGIED
SIKMEVGIED

RRESTGSGAN
RRESTGSGEN
RRESTGSGAN
RRESTGAGAN

NINNKFSVKY
NINNKFSVKY
NINNKFSVKY
NINNKFSVKY

CLHIEFEYNK
CLHIEFEYNK
CLHIEFEYNK
CLHIEFEYNK

THVETETLAK
THVETETLAK
THVETETLAK
THVETETLAK

YLNLVLVDEE
YLNLVLVDEE
YLNLVLVDEE
YLNLVLVDEE

50
SKYHLKDVII
SKYHLKDVII
SKYHLKDVII
SKYHLKDVII

100
FELMDGAPVR
FELMDGAPVR
FELMDGAPVR

FELMDGAP
150
DRRYFKQQEI
DRRYFKQQEI
DRRYFKQQEI
DRRYFKQQEI

Esta clona tiene mayor nivel de identidad con la secuencia peptidica de la proteina de sorteo vacuolar 26 (VPS26) de
Solanum tuberosum, Vitis vinifera y Ricinus communis.

Cuadro 6

Analisis de identidad y expresién diferencial de transcritos aislados

por despliegue diferencial de C. chinense infectado con P. capsici

dentidad

CC-A No reportada 0
CC-B 510  Noreportada J
CcC 490  Noreportada !
CC-D 490  Nitrato reductasa )
CC-E 460  Proteina union a ADN )
CCF 480  L-Asparaginasa 0
CGaG 380 Prot. sorteo vacuolar )
CC-H 500  Proteina putativa 0
CC 350  Noreportada 1
CC) 350  Noreportada )
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Discusion

El trabajo realizado hasta el momento ha
generado informacién muy valiosa que
proporciona las herramientas para futuros
trabajos. Existen diferentes técnicas que
permiten la clonacién de genes completos;
sin embargo, antes de determinar la meto-
dologia es necesario tomar en cuenta las
caracteristicas de cada una y los objetivos
del trabajo.

Las bibliotecas de ADNc son utiles porque
permiten la clonaciéon de genes expresa-
dos durante las condiciones especificas
de estudio. Una biblioteca de alta calidad,
como la sintetizada en este trabajo, pro-
porciona un amplio nimero de marcos de
lectura completos que pueden ser estu-
diados individualmente. Ademas, el hecho
de que los genes clonados estén comple-
tos permite introducirlos en un vector de
expresion para posteriormente transfor-
mar plantas y conocer mejor su funcién.
También permite la sintesis de anticuer-
pos especificos, su expresion en sistemas
heterélogos para purificar la proteina y
estudiar sus propiedades, o para deter-
minar su interaccion con otras proteinas.
Por otro lado, el andlisis bioinformatico de
los marcos de lectura completos permite
determinar la presencia de dominios, de
sefales de traslocacion, en algunos casos
la localizacién de la proteina, etcétera.

La clonacion de genes mediante RT-PCR es
muy util cuando se pretende estudiar una
proteina o un gen en particular, y aunque
en nuestro caso no requerimos las secuen-
cias completas, también es posible clonar
marcos de lectura completos. La diferencia
es que es necesario realizar la busqueda de

secuencias del gen de interés en especies
relacionadas, disefar cebadores y realizar
la amplificacién del transcrito especifico en
tejidos de plantas expuestas a las condicio-
nes adecuadas que aseguren la presencia
del gen de interés. Es necesario también
establecer las condiciones para cada com-
binacion de cebadores utilizada. Una vez
obtenido un fragmento del gen, se requiere
disenar cebadores especificos de la secuen-
Cia obtenida, que permitan la clonacién de
los extremos mediante RACE 3’y 5!

Ambas técnicas permiten la clonacién de
marcos de lectura completos, indispensables
para la obtencién de organismos genética-
mente modificados mediante herramientas
biotecnoldgicas.

En chile habanero se cuenta con una bi-
blioteca de ADNc a partir de la cual se ob-
tuvieron aproximadamente 40 marcos de
lectura completos, y de la cual se pueden
obtener muchos mds genes. También se
clonaron fragmentos de genes importan-
tes en la modulacion de la respuesta de
defensa, incluyendo proteinas cinasas ac-
tivadas por mitdgenos (MAPK), factores
de transcripcién (WRKY), cuyos marcos de
lectura completos pueden ser facilmente
obtenidos. Todos los genes clonados fue-
ron utilizados para el estudio de la interac-
cién del chile habanero con P. capsici, pro-
porcionando las primeras evidencias del
posible papel de las vias de transduccion
en la respuesta y de la importancia de fito-
rreguladores en esta interaccion.
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Conclusiones

El aislamiento de genes es indispensable
para el mejoramiento genético de cultivos
de interés, especialmente en cultivos de
importancia econdmica que son suscep-
tibles a patégenos o a condiciones am-
bientales adversas, provocando pérdidas
considerables en la produccion. Debido a

control de los patégenos como P. capsici y
la capacidad de los mismos para generar
resistencia a los agroquimicos, la clona-
cién de los genes que modifiquen la res-
puesta incrementando la resistencia de las
plantas es una alternativa para el manejo
de las enfermedades.
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Resumen

En la actualidad, el uso y manejo del agua para riego constituyen un problema rele-
vante para nuestro pais. Los cambios climaticos y los periodos de sequia requieren
que los cultivos tengan un suministro continuo para el crecimiento y sobrevivencia
de muchos cultivares, entre ellos Capsicum chinense es afectado severamente durante
los primeros estadios de crecimiento si el suministro de agua es reducido. Debido a los
altos costos de bombeo y teniendo en cuenta posibles cambios del clima se generaron
plantas transformadas con el gen que sintetiza la trealosa sintasa. Se observé previa-
mente que en Arabidopsis thaliana aumentaba la cantidad de trealosa y permitia una
mayor sobrevivencia a la deshidratacion. En nuestro estudio realizamos transformacio-
nes estables de Capsicum chinense y plantas de tercera generacién fueron analizadas
para determinar el efecto de estrés hidrico, obteniendo que las plantulas del primer
par de meses pueden sobrevivir en sustratos con un menor porcentaje hidricoy por un
periodo mayor a la de los testigos. Se concluye que esta estrategia ayudara a disminuir
los costos de riego y reducir la pérdida de plantas por periodos de sequia.

Palabras clave
Péptidos antimicrobianos, biocidas naturales, Capsicum chinense Jacq., semillas

Introduccion

Diferentes métodos de transformacién genética han sido desarrollados para intro-
ducir genes en plantas, el mas exitoso y utilizado es la transferencia de ADN me-
diante Agrobacterium tumefaciens (Herrera-Estrella et al., 2004). A pesar que desde
1853 se tenia conocimiento de la enfermedad de la agalla de la corona y en 1897
se identificé la agrobacteria como agente causal (Agrobacterium vitis) (citados por

307



CENTRO DE INVESTIGACION CIENTIFICA DE YUCATAN A.C.

308

Escobar y Dandekar, 2003), no fue sino hasta 1983 que se reporté la primera planta
transformada, utilizando la capacidad que tiene A. tumefaciens de transferir parte
de su ADN-T al genoma de su hospedero.

A partir de 1990 se tienen reportes de transformacién genética via A. tumefaciens para
Capsicum spp, siendo la mayoria para Capsicum annuum; sin embargo, ninguno ha
mostrado ser eficiente o reproducible (Liu et al., 1990; Yu-Xian et al., 1996; Manoha-
ran et al., 1998; Mihalka et al., 2000; Romero-Pozueta et al., 2001; Ochoa-Alejo y Ra-
mirez-Malagdn, 2001; Venkataiah et al., 2001; Shin et al., 2002; Shivegowda et al., 2002;
Li et al,, 2003, Cai et al.,, 2003; Mihalka et al., 2003; Dabauza y Pefa, 2003; Lee et al.,
2004), y a la fecha hemos reportado protocolos para C. chinense con el gen reportero
GUS'y con el gen WUSCHEL (Solis-Ramos et al., 2009; Solis-Ramos et al., 2010b).

Se llevaron a cabo estudios para obtener plantas transformadas in vitro e in planta de
C. chinense mediante A. tumefaciens, ya que es indispensable contar con un método
de transformacion genética no sélo para el mejoramiento genético de la especie sino
para el estudio y entendimiento de genes particulares (Solis-Ramos et al., 2009), por
lo que se presentan los experimentos iniciales que permitieron su la transformacién

de chile habanero con el gen TPST.

Transformacion genética in planta
de Capsicum chinense

En los ultimos afnos se han descrito varios
protocolos de transformacion y regene-
raciéon para varias especies de Capsicum;
en su mayoria han sido para C. annuum
L. (Mihalka et al., 2000; Shivegowda et al.,
2002; Lee et al., 2004; Delis et al., 2005) y
Venkataiah et al. (2001), que emplearon
explantes de C. baccatum, C. frutescens y C.
praetermissum. Sin embargo, éstos repor-
tan una baja eficiencia de transformacién
y reproducibilidad (Mihalka et al., 2000;
Lee et al., 2004; Delis et al., 2005.

Los dos prerrequisitos mas importantes
para el éxito del método de transformacion
genética son la disponibilidad de un siste-
ma de regeneracion de los explantes y un
método para la transformacion, los cuales
no estan disponibles para Capsicum (Ma-
noharan et al., 1998; Venkataiah et al., 2001;
Ochoa-Alejo y Ramirez-Malagén, 2001; Ro-
mero-Pozueta et al.,, 2001; Dabauza y Pefia,
2003; Delis et al., 2005; Solis-Ramos et al.,
2009; Solis-Ramos et al., 2010a).

La principal limitacion es que Capsicum es
recalcitrante (Solis-Ramos et al., 2012), difi-
cultando la regeneracion y transformacién
genética in vitro (Mihalka et al., 2000; So-
lis-Ramos et al., 2009). La regeneracién en
la mayoria de los cultivares de este género
se han reportado via organogénesis por
induccién de brotes, empleando cotiledo-
nes (Mihalka et al., 2000; Shivegowda et al.,
2002; Mihalka et al., 2003; Lee et al., 2004),
hipocétilos (Lee et al., 2004; Delis et al.,
2005), o nudos (Santana-Buzzy et al., 2005).

Se trabajé con ocho plantas de C. chinense
cultivadas bajo condiciones de invernadero
(CICY).En cada etapa de floracién se identifi-
caron las flores cerradas y abiertas para apli-
car los tratamientos por las mafanas, duran-
te el tiempo en que permanecen receptivas.
Cada botén floral permanecioé receptivo de
4 a 7 dias antes de la apertura de la flory de
3 a4 dias después de la apertura floral.

Se utilizé la EHA105 de A. tumefaciens con
el plasmido pCATBiIn19, bajo el promotor
35Sy el terminador 35S. Como gen repor-
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tero tiene el gen GFP, que codifica para
la proteina verde fluorescente. Se tomo
una asada de una colonia de la cepa y se
incubd en 30 ml de medio LB mas kana-
micina (50 mg/L), el cual se incubé en la
oscuridad en un orbitador toda la noche a
28°C. Luego se inocularon 2 ml del cultivo
anterior en 30 ml LB y de la misma forma
se incubd 24 horas o hasta alcanzar la fase
logaritmica temprana (0.4<D0600<0.6).

La suspension celular se centrifugé a 5500
durante 20 minutos, el sobrenadante se
descarto y la pastilla celular se resuspen-
di6 en 10 ml de NaCl a 0.15 M. Luego se
centrifug6 en las mismas condiciones que
las usadas anteriormente. Se descarto el
sobrenadante y la pastilla se resuspendié
en 1 ml de CaCl2 0.09 M a temperatura
ambiente. La suspensién resultante se usé
inmediatamente para la transformacion
genética in vivo de plantas de chile.

Evaluacion de plantas de Capsicum
chinense transformadas con el gen

de la trehalosa-6-fosfato sintasa

La trehalosa-6- fosfato sintasa (TPS) es
un disacarido (a-D-gluco-pyranosyl-1,
1-a-D-glucopyranoside) no reductor que
se acumula en una amplia variedad de or-
ganismos, que le da resistencia ante estrés
por sequia, salinidad, altas o bajas tempe-
raturas (Avonce et al., 2004). El gen para la
trehalosa-6-fosfato sintasa fue detectado
por complementacién en una cepa mutan-
te de S. cerevisiae TPSI con una biblioteca
de cDNA de Arabidopsis thaliana. (Blazquez
etal., 1998; Zentella et al., 1999).

Estudios de genética funcional han per-
mitido el aislamiento y caracterizacién
del gen TPS1 en E. coli, levaduras y otros
microorganismos (Bell et al., 1992; Luyten
et al., 1993; Kaasen et al., 1994). En S. lepi-
dophylla, o planta de resurreccion, el gen
SITPS1 codifica para una enzima funcional
que se muestra por complementacion de
la levadura mutante TPS1 A mutante, la

cual restablece la acumulacién de trealosa
(Zentella etal., 1999), en A. thaliana At TPS1
se encontraron homologos que también
fueron capaces de soportar la sintesis de
trealosa (Blazquez et al., 1998), sin embar-
go, se ha detectado en bajos niveles, esto
llevé a la deteccién de la N-terminal del
genTPS1 de A. thaliana y S. lephydophylla,
resultando un mayor incremento en la ac-
tividad del gen TPS1 (Van Dijck et al., 2002),
indicando esto una mayor sintesis de trea-
losa, confiriéndole resistencia a la deshi-
dratacién a la planta (Godjin et al., 1997).

El objetivo de este trabajo fue transformar
chile habanero con la cepa C58C1 de A.
tumefaciens con el plasmido: pBinRD29A-
bifuncional (pBin), con la secuencia trealosa
6- fosfato sintasa.

Una vez comprobada la insercién del plas-
mido en el genoma de la bacteria se realizé
la transformacién de las plantas por medio
de la infiltracién al vacio. Se consideraron
plantas defoliadas completamente y plan-
tas defoliadas que mantenian el meristemo
apical. La finalidad de este procedimiento
fue observar diferencias del nimero de
brotes y desarrollo de las plantas, conclu-
yéndose que se desarrollaron mejor aque-
llas que presentaban meristemo apical, flo-
reciendo en un menor tiempo y con mejor
desarrollo de frutos, sin embargo, las defo-
liadas completamente presentaron desa-
rrollo lento, incluso una diferencia ligera en
cuanto a altura de la planta, asi como frutos
de menor tamano.

Se obtuvieron plantas de Capsicum chinen-
se (Jacq.) transformadas con la cepa C58C1-
pBin de A. tumefaciens, con la secuencia
trealosa 6- fosfato sintasa y fueron verifica-
das mediante la aplicacién de la técnica de
PCR (T1) y la electroforesis en gel agarosa
para observar el tamafo de banda, que fue
de aproximadamente 1.6 kb. A las plantas
positivas T1 (primera generaciéon de plan-
tas transformadas) le fueron cosechados
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sus frutos y se sembraron las semillas en
charolas con una mezcla de tierra y agrolita
(50:50 W/W) hasta que se generaron nue-
vos brotes, y luego se trasplantaron a bolsas
de 4 kg, con tierra y agrolita en proporcion
1:1 para su floracién y colecta de fruto enin-
vernadero (T2).

Verificacion por PCR

de transformantes T2

Una vez comprobada la extraccion de ADN
de hoja (segun Rong-Cheng et al., 2001), se
realizd la PCR de las mismas para comprobar
la transformacion con C58C1-pBin. Para ello
se tomd en consideracion lo siguiente: 2.5
ul de buffer 10X, 2ul de MgCl, (50 mM), Tul
de dNTPS (10 mM), 0.2 ul de Taq Polimerasa,

Figura 1
Evaluacion de PCR de las plantas de chile
infectadas con A. tumefaciens-pBIN

a
1600 pb
1600 pb
b M
1 2
s
1600 pb — - *
1
- - — ‘ - ‘ W . e . e -
15 16 17 18 19 20 22 23 24 25 26 27
1600 pb
30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41

A: Carril 1: escalera de ADN de 1 kb, carril 2: control positivo (ADN pBin), carril 3: control negativo (agua) y carriles
4 al 20: ADN de hoja de chile habanero (plantas de la NUum. 1 a la 20). B: Carril 1: marcador de peso molecular 1
kb, carril 2: control positivo (ADN pBin), carril 4: control negativo (agua), carriles 3, y del 5 al 27: producto de PCR
(plantas Nums. 13,14, 21,22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37,38, 39,40 y 41).
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1 pl de forward TPS1, 1 ul reverse TPS1,agua
y ADN de la planta. Se corrié el programa
trealosa: 94 °C 5 minutos desnaturalizacion
inicial, 9 4 °C 1 minuto 30 ciclos desnaturali-
zacion, 50 °C 1 minuto 30 ciclos hibridacion,
72 °C 2 minutos 30 ciclos elongacion, 72 °C
10 minutos, 4 °C 10 minutos final.

En la Figura 1 se observé una banda muy
tenue a nivel de 1.6 kb tamano aproximado
del plasmido utilizado, en las plantas nime-
ro3,4,6,8,10,11,12,14,15y 19.Con el finde
confirmar estos resultados se repitié la PCR
utilizando el ADN de hoja de las plantas que
dieron positivas. Se observé una banda am-
plificada en las plantas nimero 10,11, 12,14
y 15, resultando la segunda ocasién en que
dan positivas (datos no mostrados). En esta
reaccion se volvio a utilizar ADN de la planta
Num. 14, con lo que se comprobé que dio
positiva nuevamente. Ademas, se utilizé

ADN de las hojas de las demas plantas infec-
tadas con A. tumefaciens-pBin (de la Num. 21
alaNum.41).

Los geles anteriores mostraron por cuarta
vez una sefal positiva en el ADN de la plan-
ta NUum. 14, es decir, se corrobord la pre-
sencia del plasmido en la planta (pBIN), el
cual incorpord el gen para sobreexpresar la
trealosa 6- fosfato sintasa que confiere re-
sistencia al estrés abiotico.

Estudios fisioldgicos

de plantas transformadas

Se llevaran a cabo estudios fisioldgicos que
servirdn para conocer con certeza el lugar
donde se acumula con mayor cantidad la
trealosa 6- fosfato sintasa. Después de me-
dir su expresién se obtuvo que las plantu-
las de estas plantas transformadas tuvieran
100% de sobrevivencia al estrés hidrico

Figura 2
Plantulas transformadas de Capsicum chinense
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(A, 13,B 17, C 21 y D 23) dias sin riego; todas las plantas se ven de manera similar con el mismo volumen 'y
material de sustrato. Aquellas marcadas como pBIN fueron transformadas con el gen TPS1.
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luego de 21 dias. La siguiente serie de Figu-
ras muestran una seccion representativa de
plantas no transformadas, transformadas
con un vector vacio y transformadas con el
vector binario que sobreexpresa la trealosa
syntasa. Después de 13 dias sin riego todas
las plantas se ven de manera similar, como
se puede observar en la Figura 2.

Las mismas plantas a los 17 dias sin riego
empiezan a mostrar cambios significativos
en los grupos testigo. Puede observarse la
deshidratacién de varias de ellas tanto en las
plantas no transformadas como en aquellas
transformadas con el vector vacio. Las plantas
transformadas con pBIN muestran muy leve
efecto a la deshidratacién en este periodo.

Posteriormente, se mantuvieron las plantas
por 21 dias sin agua y varios de los grupos
testigo muestran deshidratacion intensa y
se observa un dano en 100% de los testigos
mientras que las plantas transformadas con
pBIN siguen sin presentar cambios severos.

Una vez que empiezan los danos, éstos
contindan rapidamente en cuestion de 24
horas; las plantas transformadas presentan
deshidratacion leve, como se puede obser-
var en la Figura 2.

Discusion

El uso de cocultivo con A. tumefaciens en zo-
nas meristematicas permitié la obtencion de
células meristematicas transformadas que
fueron utiles para obtener posteriormente
flores y semillas transformadas. Las semillas
fueron producidas de la misma planta para
incrementar el nivel de semillas transforma-
das. Las semillas germinadas produjeron
5% de plantas positivas a PCR y que fueron
estables por varias generaciones. Las plantas
positivas denominadas plantas pBIN fueron
retadas a estrés hidrico en diferentes etapas

Los dafos comienzan a ser irreversibles a
partir de los 23 dias para las plantas no trans-
formadas, ya que no pueden recuperarse,
sin embargo, las plantas transformadas se
recuperaron al adicionar agua, como puede
verse en la Figura 3.

Figura 3
Adicién de agua
posterior a los 23 dias sin riego
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La fotografia muestra la recuperacion de las plantas
transformadas con TPS1 una hora posterior al riego,
ninguna planta testigo pudo recuperarse.

de desarrollo. En todos los experimentos se
obtuvo una mayor resistencia y recuperacion
a la carencia de riego, lo que permite pensar
que elincremento de la trealosa en los tejidos
le ayuda no solo para evitar el rompimiento
de membranas durante la desecacién sino
también a evitar la pérdida de agua por incre-
mento de turgencia. Estas plantas podran ser
de gran utilidad y el modelo en si permitiria
en su momento usar este tipo de genes para
obtener cultivos en condiciones extremas.
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Los resultados obtenidos con la expresion
del gen TPS1 claramente muestran que dis-
minuye la susceptibilidad al estrés hidrico y
permiten una recuperacion de plantas que
han sido deshidratadas como se muestra en
las Figuras 2 y 3. Este resultado ha sido ve-
rificado y se encuentran en proceso los es-
tudios fisiolégicos y los resultados de las ca-

En un futuro, este tipo de tecnologia podria
subsanar muchas de las carencias hidricas
que presenta el estado para este cultivar
y es factible aplicarlo a otros cultivos para
permitir la produccién en aquellos lugares
donde nuestros recursos hidricos se vean
afectados. Claramente para los cultivos por
temporal seria de beneficio cuando las con-

racteristicas de produccion de estas plantas.  diciones climaticas no sean predecibles.
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Resumen

La mayoria de las especies del genero Capsicum son recalcitrantes a la transforma-
cién genética temporal o estable mediada por Agrobacterium tumefaciens. En este
estudio se optimizd un protocolo para la transformacion genética temporal del
chile habanero (Capsicum chinense Jacq.) a través de la evaluacién y estandariza-
cién de varios factores, de los cuales se analizaron: la edad del explante, el tiempo
y la temperatura del co-cultivo, la aplicacion de una presién negativa (vacio) y o
positiva (infiltracion), en combinacién con una microinyeccion, el uso de acetosi-
ringona durante el cultivo bacteriano y una modificacion del pH durante el ensayo
histoquimico de GUS para eliminar la actividad endégena de la B-glucoronidasa. El
protocolo estandarizado fue utilizado para movilizar dos vectores binarios vacios,
asi como dos ADN complementarios completos de Capsicum chinenese que codifi-
can proteinas relacionadas con la patogénesis, la proteina 10 conocida como PR10

(EMBL AJ879115) y la esterasa (EMBL AJ879119).

Palabras clave
Agrobacterium tumefaciens, transformacion genética, Capsicum chinense Jacq.

Introduccion

Durante la ultima década, la bacteria Agrobacterium tumefaciens ha sido utilizada
exitosamente para la transformacién genética de varios miembros de la familia
Solanaceae."? Sin embargo, un miembro de esta familia, el género Capsicum, ha
permanecido en gran medida recalcitrante a la transformacién y como resultado
solo se ha logrado una baja frecuencia y reproducibilidad (0.5- 1%) de los proto-
colos de transformacién.®4>9 La falta de un adecuado sistema de regeneracion in
vitro representa un significante obstaculo para su manipulacién genética y para el

desarrollo de estudios de gendémica funcional.7*9

o
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Para superar estas dificultades, los analisis gendmicos de chile han sido realizados
en sistemas heterélogos como los de Arabidopsis thaliana,® Solanum lycopersi-
cum,® Nicotiana tabacum'® y Allium cepa."” Sin embargo, es necesario establecer
un sistema homoélogo para el estudio de los genes de Capsicum. En este sentido,
la transformacién genética temporal puede ser una herramienta importante que
permite el analisis funcional de los genes de una manera rapida y previa a la trans-
formacioén genética estable.

Adicionalmente, la transformacién genética temporal es un proceso relativamen-
te rapido y facil el cual se puede realizar de 5 a 8 dias, desde la infiltracién hasta
el andlisis de expresion de genes, con un alto porcentaje de transformacion de
explantes,"2' por lo que con el uso de dichos sistemas se puede evaluar un alto
numero de construcciones.

En estudios recientes,"*'® lograron generar brotes in vitro a partir de callos origi-
nados de hojas de chile habanero. Lo cual establece la posibilidad de utilizar la
transformacion genética temporal de hojas de chile habanero para lograr la trans-
formacion genética estable a través de la organogénesis. En el presente estudio
analizamos diferentes factores para optimizar un protocolo de transformaciéon
genética temporal de hojas de chile habanero mediante Agrobacterium tumefa-
ciens. El protocolo estandarizado fue utilizado para movilizar dos vectores binarios
vacios, asi como dos ADN complementarios completos de Capsicum chinense que
codifican proteinas relacionadas con la patogénesis, la proteina 10 conocida como
PR10 (EMBL AJ879115) y la esterasa (EMBL AJ879119). Estos fueron clonados de
una libreria de cDNA construida a partir de células en suspension elicitadas con el
oomiceto Phytophthora capsici.

Resultados y discusion

En nuestro laboratorio analizamos la in-
teraccién entre el oomiceto Phytophthora
capsici 'y el chile habanero a un nivel fi-
siolégico, bioquimico y molecular, por lo
que uno de nuestros objetivos es estudiar
la dispersién del micelio del oomiceto a
través de las hojas de chile transformadas
con genes relacionados con la defensa.
Ante este reto, nuestro interés se centré
en generar un sistema de transformacion
temporal, que nos permitiera lograr una
expresion homogénea de los transgenes
en toda la superficie de la hoja.

En este estudio se utilizaron dos vectores bi-
narios: pPCAMBIA2301 y pCAMex (Figura 1).
El vector pCAMBIA2301 fue utilizado para

discriminar falsos positivos producidos por
la expresion del transgen de GUS, debido
a que este vector contiene un intrén en el
gen reportero que no puede ser procesa-
do por la bacteria. Consecuentemente, la
tincion de GUS puede ser atribuido exclu-
sivamente al tejido transformado. El vector
binario pCAMex fue construido a partir del
vector pCAMBIA 1303 (http://www.cam-
bia.org) para expresar constitutivamente
los genes de interés; pCAMex es un vector
binario versatil que ademas de detectar la
expresion de GUS, permite monitorear te-
jidos transformados in vivo a través de la
deteccién de la proteina verde fluorescente
(GFP) en un microscopio 6ptico.
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Figura 1
Vectores binarios
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Representacion esquematica de los vectores binarios empleados en este estudio. El vector binario
pCAMBIA 2301fue utilizado como testigo negativo (a). El vector binario pCAMex (b), construido a partir
del vector pCMABIO1303, fue utilizado para sobreexpresar los transgenes bajo el control del promotor

constitutivo 35S.

Debido a que los miembros de la familia
Solanacea expresan una actividad endoé-
gena de la B-glucoronidasa,'” la cual es
dependiente del pH,"® evaluamos si la acti-
vidad enddgena en chile habanero podria
ser eliminada mediante la modificacion del
pH de la solucién del ensayo histoquimico
de GUS." Para lo cual, las hojas transfor-
madas fueron incubadas en soluciones de
GUS ajustadas a diferentes valores de pH.
Los resultados indicaron que a un pH de 4.0
la tincion es alta en toda la superficie de las
hojas. Mientras que a un pH de 7.0 la tin-
cion se reduce y se elimina completamente
a un pH de 8.0 (Figura 2). Estos resultados
confirmaron que el chile habanero posee
una actividad enddgena pH dependiente
de la B-glucoronidasa. Por ello, todas las
determinaciones histoquimicas de GUS de
los experimentos de transformacion fue-
ron realizadas a un pH de 8.0.

Debido a que no se obtuvieron hojas trans-
formadas que mostraran una expresiéon GUS
positiva mediante la infiltraciéon directa de
la solucién bacteriana a través del vacio, se

evalud la aplicacion de tres métodos, uno
basado en una presién negativa, otro en
una presién positiva y otro mas con una
combinacion de ambas, complementados
con la aplicacién de varias inyecciones de la
solucién bacteriana en el envés de cada hoja
mediante la aguja de una jeringa. En el Cua-
dro 1 se puede observar que se obtuvieron
los mejores resultados con la aplicacién de
la combinaciéon de una presidn negativa y
una positiva en las hojas inyectadas.

Se ha demostrado que la edad de la plan-
ta determina la manifestacién de un gra-
do de tolerancia ante un microorganismo
patdgenoy se ha establecido que las plan-
tas de mayor edad presentan una mayor
tolerancia durante la interaccion con un
patégeno.©? Adicionalmente, se ha deter-
minado que varios factores son importan-
tes para el éxito de la transformacion ge-
nética y dentro de éstos se ha establecido
que con el uso de explantes provenientes
de plantas jovenes se obtienen resulta-
dos mas eficientes.?” En este estudio eva-
luamos si la edad de los explantes tiene
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Figura 2
Efecto del pH sobre la actividad endégena de la B-glucuronidasa
en hojas de chile habanero Capsicum chinense

4.0

7.0 8.0

Las hojas no transformadas provenientes de plantulas de cuatro se-
manas de edad, fueron analizadas mediante el ensayo histoquimico
de GUS ajustado a diferentes valores de pH. Las hojas fueron blan-
queadas mediante lavados sucesivos con etanol y fotografiadas con
un microscopio optico. (a) pH 4.0; (b) pH 7.0; (c) pH 8.0.

alguna influencia sobre la eficiencia de
la transformacién genética temporal. En
las Figuras 3a-b y en la Figura 4a, se pue-
de observar que la maxima eficiencia de
transformacion temporal se obtuvo en las
hojas provenientes de plantulas con cua-
tro semanas de edad para todas las cons-
trucciones evaluadas. Mientras que en las
hojas provenientes de plantulas con ocho
semanas de edad o con mas semanas, la
eficiencia de transformacion disminuye
significativamente y ocurre una alta ne-
crosis de las hojas (Figura 3a).

La acetosyringona (AS) es una molécula
usada por A. tumefaciens como un atra-
yente quimico para iniciar la adhesién a
las células.”” La AS es adicionada durante
el cultivo de células bacterianas para in-
crementar la virulencia y por consiguien-
te la eficiencia de la transferencia de los
transgenes.?%)

En este estudio no se observaron diferen-
cias significativas entre las diferentes con-
centraciones de AS que fueron evaluadas
(Figura 4b). Sin embargo, cuando la AS no
fue agregada al medio de cultivo bacteria-
no, la transformacién temporal disminuyé
significativamente y no fue homogénea
en toda el drea de la hoja. Esta dependen-
cia a la AS ha sido también observada en

Arabidopsis thaliana®? 'y en C. annuum,®
donde la AS fue uno de los componentes
esenciales para la transformacién de esta
especie de chile.

Otro de los factores importantes para la
transformacién genética es el co-cultivo.
Con el fin de determinar la importancia
de este factor en la transformacién tem-
poral del chile habanero, en este estudio
se evaluaron tres tiempos de duracién del
proceso de co-cultivacién (uno, dos y tres
dias) y dos temperaturas 20 y 28 °C. Los
mejores resultados fueron obtenidos con
dos dias de co-cultivo a 28 °C (Cuadro 1).
La eficiencia de la transformacién tempo-
ral fue reducida significativamente con un
periodo de co-cultivo de tres dias y con un
periodo de un dia a una temperatura de
20 °C no se obtuvieron hojas GUS positivo.
Resultados similares han sido reportados
para C. annuum, por quienes® reportan
que con un periodo de co-cultivacion de
dos dias obtuvieron una mayor eficiencia
de transformacién de cotiledones y hipo-
cotilos de chile, pero periodos mas largos
(4,5, 7 dias) de co-cultivacion ocasionaron
necrosis de los tejidos lo cual impidi6 la re-
generacién de brotes. Adicionalmente, en
Citrus paradise se han obtenido mas brotes
GUS positivos con un periodo de dos dias
de co-cultivo.?¥
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Cuadro 1

Efecto de diferentes factores sobre la eficiencia de la transformacién temporal

Factores
evaluados

de hojas de chile habanero (Capsicum chinense)

Numero de explantes positivos a la prueba histoquimica de GUS
(porcentajes + desviacion estandar)

Tratamiento de

cada factor Constructos

pCAMBIA2301 pCAMex pCAMex:PR10 | pCAMEXx:Est
0 0 0 0

oo

o2 o 0 0 0

| 328°C | 11(188+30) 8(138%32)  9(149+40)  7(11.0%35)

| 228°C | 13(389+05) 23(384+20) 21(349%20) 22(360+25)
~oasTc o 0 0 0

~ Vadov) 0 0 0 0

" Infilracion () | 8(127+25)  6(105+30)  6(105+25)  5@88+2.5)
'Microinyeccion (M) 03(49+26)  0583+30) 0238+20)  04(66+36)

© V4l 12000+30) 10(166+40) 8(127+41)  6(105+40) P<005
| VEM | 04(72£20) 06(04%25)  03(55+30)  0588+30)
©IEM | 14(238%30) 15244+50) 16(7.2+15)  16(266+4.5)

| M+14V | 28(472+20) 24(405+25) 23(388+68) 24(405+35)
0 28(460+30) 24(405+25) 23(405+30) 25(422+50)
1 42694%50) 40(67.1+25) 43(716+55) 40(67.1+25)
|6 33(49+43) 36(594+25) 30499+36) 34(566+25) P<005
|12 40(666+20) 33(544+47) 32(538+20) 35(583+36)
|24 42699+55) 39(655+23) 41(677+40) 34(566+45)

Los datos son presentados como la media + el error estandar de tres experimentos independientes. El nimero de hojas utilizado
en cada experimento fue de 60.
*La eficiencia de la transformacién fue evaluada basada en el nimero y porcentaje de hojas GUS positivas (GUS+) producidas.
*Sobre un agitador ajustado a 200rpm.

*Valores con un diferente superindice en una misma columna son significativamente diferentes (P< 0.05).

Usando las mejores condiciones obtenidas
de nuestros experimentos de co-cultivacion
(dos dias en la oscuridad con agitaciéon cons-
tante a 200 rpm y a una temperatura de 28
°C), se evalué el efecto de la precultivacion de
los explantes en medio MS sin reguladores
de crecimiento con el fin de controlar la res-
puesta de hipersensibilidad de las hojas del
chile habanero, inducida durante la co-culti-
vacion con A. tumefaciens. Los resultados in-
dicaron que con un periodo de una hora de

precocultivacion se logré un incremento de
50% en la frecuencia de hojas GUS positivos
para todas las construcciones (Cuadro 1). Sin
embargo, con periodos mas largos de pre-
cultivo (6, 12 y 24 horas) no se obtuvieron in-
crementos significativos de la eficiencia de la
transformacion temporal (Figura 4c). En este
sentido, en un estudio realizado en la nuez
Arachis hypogaea se han obtenido mayores
eficiencias de transformacion con la aplica-
cion de un periodo de precultivacién de los
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Figura 3
Efecto de la edad del explante
sobre eficiencia de transformacion

pCAMBIA2301

pCAMex

pCAMex:=PR10 pCAMex:=Esterase

¢

disarmed
LBA4404 strain

Las hojas provenientes de plantulas de diferentes edades fueron transformadas con la
construccion indicada, bajo éptimas condiciones mencionadas en el texto. Después del
ensayo histoquimico de GUS, las hojas fueron blanqueadas mediante sucesivos lavados
con etanol y fotografiadas en un microscopio a diferentes aumentos (1X, 4X y 10X). (a)
Plantulas de ocho semanas de edad; (b) Plantulas de cuatro semanas de edad.

explantes.? Al respecto,” consideran que
el preacondicionamiento de los explantes
de chile puede promover la transformacion
genética, pero periodos largos de preacon-
dicionamiento pueden resultar en una baja
infeccion de A. tumefaciens.

Durante las ultimas dos décadas, varios
estudios han presentado evidencia clara
de la existencia de una “ventana de com-
petencia’, lo cual es considerada como el
tiempo durante el cual las células son sus-
ceptibles a la transformacion por A. tume-
faciens, aunque las bases del incremento
de la transformacion mediante un prea-
condicionamiento de los explantes no ha
sido completamente establecida. En este
sentido, se ha establecido que las células
vegetales inician una adaptacion fisiologica

que las conduce a un estado competente
para la transformaciéon durante el periodo
de preacondicionamiento.?**¥ Adicional-
mente, varios autores han sugerido que el
periodo de precultivo reduce el estrés de
las plantas.”>* En este estudio, los mejores
resultados fueron obtenidos con una com-
binacién de los diferentes factores evalua-
dos, lo cual generé un protocolo eficiente
para la transformaciéon temporal de hojas
de chile habanero, el cual consiste de un
preacondicionamiento de las hojas de una
hora en medio MS sin reguladores del creci-
miento, seguido de una combinacién de los
tres métodos de transformacién evaluados
(método 7), la adicién de 100 uM de ace-
tosyringona al medio YEB durante el cultivo
bacteriano y un periodo de co-cultivacion
de dos dias en medio MS estéril liquido sin
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Figura 4
Factores que afectan la eficiencia de
transformacién genética de Capsicum chinense

iﬂ l
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pCAMBIA2301
pCAMex
. pCAMex::PR10
. pCAMex::Est
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El efecto de varios factores sobre la eficiencia de transformacién fue analizado. (a) Las
hojas provenientes de pléntulas de cuatro semanas de edad fueron co-cultivadas
con A tumefasciens que fue previamente cultivada en presencia de acetosyringona.
(b) las hojas provenientes de plantulas de chile con diferentes edades fueron trans-
formadas bajo condiciones 6ptimas descritas en el texto. (c) Las hojas provenientes
de plantulas de cuatro semanas de edad fueron preincubadas en medio MS durante
varios periodos de tiempo antes del co-cultivo.
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reguladores del crecimiento en la oscuridad
con agitacion constante a 200 rpm y a una
temperatura de 28 °C.

En este estudio evaluamos la expresiéon de
los transgenes en las hojas que fueron trans-
formados mediante ensayos de RT-PCR, los
resultados indicaron que con la aplicacion
del protocolo establecido se pueden obte-
ner altos niveles de transcriptos de GUS, se
pueden obtener en hojas transformadas
con los vectores binarios vacios y/o con las
construcciones de los genes PR10 y esterasa
(Figura 5a). En las hojas no transformadas no
se detectaron transcriptos de GUS (Figura
53, linea 1). Los transcriptos para los genes
PR10 y esterasa fueron también detectados
en hojas transformadas (Figura 5b); sin em-
bargo, ambos genes se expresaron también
en bajos niveles en hojas transformadas con
los vectores binarios vacios (Figura 5b, lineas
3y 5). Adicionalmente, se observaron bajos
niveles de PR10 en hojas no transformadas
(Figura 5b, linea 2). Al respecto, el gen PR10,
al ser un miembro relacionado con la pa-
togénesis, puede ser expresado como un

resultado de factores de estrés bidticos y
abidticos. El gen de esterasa no es clasifica-
do como un miembro de la familia PR, pero
éste es una hidrolasa que funciona en la de-
fensa contra patégenos.®® Es posible que la
expresion de dichos genes es el resultado
del proceso de transformacion por lo cual
dichos genes no son adecuados para eva-
luar las eficiencias de transformacién duran-
te la estandarizacion de protocolos.

Durante los ultimos cinco afhos se ha lo-
grado un remarcable progreso en el de-
sarrollo y conocimiento del proceso de
infeccién de A. tumefaciens y los procesos
de transformacion. La literatura revisada
ha proporcionado una clara evidencia que
existe una alta recalcitrancia del género
Capsicum a la transformacion mediante
A. tumefaciens y al cultivo celular in vitro.
Como consecuencia, no existen protocolos
que puedan ser usados entre las diferentes
especies. A nivel mundial, las investigacio-
nes que se realizan utilizan sistemas hete-
rélogos para expresar genes de chile con el
fin de estudiar su funcién bioldgica.””

Figura 5
Deteccion del transcrito del transgen
en hojas de chile transformadas
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Dos microgramos de RNA total fueron obtenidos de hojas genéticamente
transformadas y fueron amplificados mediante transcriptasa reversa y
PCR (RT-PCR) empleando cebadores especificos de cada gen evaluado.
Dos microlitros de cada producto de amplificacion fueron evaluados por
electroforesis en un gel de agarosa y tefiido con 1 ug-mL-1 de bromuro
de etidio. (a) Amplificacién (RT-PCR) del transcripto del gen reportero
GUS; (b) Amplificacion (RT-PCR) de los transcriptos de los genes PR10
y esterasa. M: 1Kb marcador de peso molecular de ADN (Invitrogen).
U: Hojas no transformadas; pCAMex: vector binario vacio; pCAMBIA
2301: vector binario vacio pCAMBIA; PR10: construccion pCAMex:PR10;
Est: construcciéon pCAMex: Esterasa; simbolo (+): Control positivo de
amplificaciéon por PCR usando el vector pCAMBIA2301 como templado.
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Conclusiones

En el presente estudio se desarroll6é un efi-
ciente sistema de transformacion genética
temporal de Capsicum chinense, conocido en
el dmbito mundial como chile habanero.”®
Este protocolo puede ser utilizado para es-
tudiar la funcién bioldgica de genes de chile
relacionados con la defensa a patégenos en
un sistema homologo.

El objetivo fundamental del presente tra-

bajo fue la obtencién y optimizacion de
un protocolo de transformacioén genética
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temporal de chile habanero mediada por
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Resumen

El Centro de Investigacion Cientifica de Yucatdn A.C. (CICY) es una institucién de exce-
lencia en investigacion y docencia en posgrado que contribuye al avance de la ciencia,
la tecnologia y la innovacién en el sureste de México. La Unidad de Bioquimicay Biolo-
gia Molecular de Plantas (UBBMP) es una unidad integrante del CICY que se especializa
en el desarrollo de investigacidn basica y aplicada para generar conocimiento en los
campos de la genética, la biologia celular, la biologia molecular, la bioquimica y la fisio-
logia de plantas de interés agroindustrial o nativas de la Peninsula de Yucatan. También
trabaja para obtener nuevas metodologias en dichos campos. Asimismo, dirige su acti-
vidad hacia la formacién de recursos humanos de alto nivel.

El presente capitulo pretende resumir y analizar 15 afios (2003-2017) de trabajo acadé-
mico por parte de los investigadores de la UBBMP y de otras Unidades del CICY que se
han enfocado al estudio y conocimiento del chile habanero (Capsicum chinense Jacq.)
que se produce en la Peninsula de Yucatan. Durante el periodo reportado se generaron
113 publicaciones de las cuales 61 correspondieron a articulos de investigacion origi-
nal, 21 a memorias en extenso, 10 a capitulos de libro, 16 a articulos de divulgaciéon y
cinco a libros. Se graduaron 162 profesionistas de nivel superior y de posgrado, que
con la asesoria y la direccién de los investigadores, condujo a realizar sus respectivas
tesis de grado y estancias posdoctorales. Se realizaron 82 tesis de licenciatura, 46 tesis
de maestria, 28 tesis de doctorado y seis estancias de posdoctorado. La mayoria de las
tesis y estancias posdoctorales se realizaron en la UBBMP. Respecto de las variedades
mejoradas de chile habanero, se registraron un total de nueve variedades y se gestio-
naron tres derechos de obtentor de variedad mejorada ante el Sistema Nacional de
Inspeccién y Certificacion de Semillas (SNICS) y la Secretaria de Agricultura, Ganaderia,
Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (Sagarpa), respectivamente.

Palabras clave

Chile habanero, Unidad de Bioquimica y Biologia Molecular de Plantas, vinculacién,
produccién académica, Peninsula de Yucatan
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Introduccion

Durante el segundo semestre de 2002, el Dr. Armando Escamilla Bencomo (+), en-
tonces director de la UBBMP del CICY, propuso a los investigadores de dicha Unidad
llevar a cabo un proyecto estratégico denominado “Caracterizacion bioquimica y
molecular del germoplasma de chile habanero (Capsicum chinense Jacq.) de la Pe-
ninsula de Yucatan para su mejoramiento genético’, el cual se desarrollaria en el
periodo 2003-2006. Entre los objetivos del proyecto se buscaba estudiar la varia-
bilidad genética del chile habanero cultivado en la Peninsula de Yucatan con res-
pecto de su acumulacién de capsaicina y/o resistencia a patdgenos, la formacién
de investigadores y de personal técnico de alto nivel en campos estratégicos de la
bioquimicay la biologia molecular de plantas a través del estudio de la variabilidad
genética del chile habanero y la vinculacién con el sector productivo relacionado
con el chile habanero del sureste de México.

En ese entonces, la propuesta representé una iniciativa innovadora en el sentido de
plantear la colaboracién entre los investigadores de la UBBMP, y con otras unidades
del CICY, en torno de una especie de importancia econémica y social para la region
sureste del pais. También se plante6 la importancia de colaborar con especialistas
de otras instituciones académicas y de investigacién en México y en el extranjero.

La propuesta del Dr. Escamilla generé reacciones favorables entre los integrantes
de la UBBMP, ya que incluso algunos investigadores habian iniciado proyectos
de investigacion y direccion de tesis con dicha especie, como fue el caso de la
Dra. Nancy Santana Buzzy y su grupo. Sin lugar a duda, la propuesta del proyecto
estratégico ha tenido mucha relevancia en el quehacer de la UBBMP ya que a lo
largo de 15 afos se han generado proyectos, numerosas publicaciones de inves-
tigacién cientifica, variedades mejoradas de chile habanero, infraestructura para
multiplicar semillay se han formado recursos humanos de alto nivel. Los impactos
sociales, econédmicos y académicos de esta iniciativa contindan siendo relevantes
para México y en particular para la Peninsula de Yucatan.

El presente capitulo pretende resumir y analizar 15 afos de trabajo académico
por parte de los investigadores de la UBBMP y de otras Unidades del CICY, que por
diversas razones han tenido el interés y la dedicacién de enfocar su quehacer al
estudio y conocimiento de este cultivo.

La vinculacion académica de la cadena

de valor del chile habanero

La cadena productiva del chile habanero
de la Peninsula de Yucatdn constituye un
buen ejemplo de vinculacién entre los sec-
tores académico, productivo y publico. La
constante cercania de los investigadores
con los productores, industriales y autori-

dades de los diferentes niveles de gobier-
no ha permitido focalizar los productos de
la investigacion hacia aspectos y temas que
son de relevancia para los involucrados en
la cadena productiva, creando una ventana
de oportunidad para contribuir a resolver
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probleméticas pertinentes y para la for-
macién de recursos humanos de alto nivel
especializados en diferentes aspectos de
importancia académica o productiva.

En Yucatan, la participacién del sector aca-
démicoy deinvestigacion en esta dindmica
de vinculacién y colaboracién es relativa-
mente reciente y se remite a mediados de
la década 1970-1980 en los Campos Agri-
colas Experimentales de Mococha y Uxmal
del entonces Instituto Nacional de Inves-
tigaciones Agricolas (INIA). En esa década
se desarrollaron y liberaron las variedades
INIAy UXMAL Yy se publicaron folletos divul-
gativos dirigidos a productores. En la mis-
ma década se incorporaron investigadores
del entonces Instituto Tecnolégico Agrope-
cuario Num. 2 de Conkal, Yucatan. A finales
de los 90 y durante los primeros afios del
siglo XXI se incorporan investigadores de
otras instituciones de educacion superior y
centros publicos de investigacion como la
Facultad de Ingenieria Quimica de la Uni-
versidad Autéonoma de Yucatan (UADY), la
Facultad de Quimica-UADY, la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia-UADY, el
Instituto Tecnoldgico de Mérida, el Centro
Regional Universitario de la Peninsula de
Yucatdn (CRUPY) de la Universidad Auté-
noma de Chapingo (UACH), el Centro de
Investigacion y Asistencia en Tecnologia
y Disefno del Estado de Jalisco Unidad Su-
reste (CIATEJ) y el Centro de Investigacion
Cientifica de Yucatan (CICY).

Cabe destacar la creacién, en 2003, de la
Red de Encadenamientos Productivos
para el Desarrollo Agroindustrial de Yu-
catan (ENPRODAY) para el chile habanero
con el objetivo de fomentar la formacién
de redes productivas en el sector agroin-
dustrial y proporcionar apoyo tecnolégi-
co, financiero y de comercializacion, con
el fin de contribuir a una mayor derrama
econdmica en diferentes regiones donde
se apoya al campo mejorando el nivel y la

calidad de vida de la familia rural. La red
ENPRODAY estuvo operando hasta el afo
2012, aproximadamente.

El 23 de marzo de 2005 se sometié ante
el Instituto Mexicano de la Propiedad In-
dustrial (IMPI) la solicitud de la “Denomi-
nacion de Origen del Chile Habanero de
Yucatan”. Solicitud en la que colaboraron
investigadores y técnicos de la UBBMP, asi
como académicos de otras instituciones
de educacién superior y de centros de in-
vestigacion radicados en Yucatan. Dicha
solicitud fue posteriormente modificada
para ser sometida como “Denominacién de
Origen del Chile Habanero de la Peninsula
de Yucatdn” La denominacion de origen
fue autorizada por el IMPl'y publicada en el
Diario Oficial de la Federacion el 10 de junio
de 2010. Constituye asi la primera denomi-
nacién otorgada a una especie de chile en
México y continua vigente.

Aunado a lo anterior, investigadores de la
UBBMP también apoyaron en la elabora-
cién de diversos documentos normativos
de ambito local, nacional e internacional
relacionados con chiles. Entre estos cabe
mencionar el “Plan rector estatal del siste-
ma producto chiles de Yucatan” (2004), la
actualizacion de la Norma Mexicana Pro-
ductos alimenticios no industrializados
para consumo humano de chile fresco
(Capsicum spp.) -especificaciones (NMX-
FF-025-SCFI-2007)"; la creacién de la nor-
ma “México Calidad Suprema del Chile
Habanero” (Sagarpa, 2007); el proyecto
de la “Norma Mexicana del Chile habane-
ro-Especificaciones y métodos de prueba”
del Comité Técnico de Normalizacion Na-
cional de Productos Agricolas, Pecuarios y
Forestales (Sagarpa, 2007), la cual poste-
riormente se convertiria en la Norma Ofi-
cial Mexicana NOM-189-SCFI-2012, “Chile
Habanero de la Peninsula de Yucatan (Cap-
sicum chinense Jacq.) -Especificaciones y
métodos de prueba” publicada en el DOF el
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30 noviembre 2012, cuya versién revisada
se publicé de nueva cuenta en el DOF el 22
noviembre 2016.

En el dmbito internacional, colaboraron
en la elaboracién de la norma del Codex
Alimentarius para el chile (CODEX STAN
307-2011) adoptada en la 342 Reunién de
la Comision del Codex Alimentarius, Progra-
ma conjunto FAO/OMS sobre Normas Ali-
mentarias, en Ginebra, Suiza (2011) y en la
elaboracién de la norma “UNECE Standard
FFV-61concerning the marketing and com-
mercial quality control of chilli ” publicada
el 10 noviembre de 2013 por la Comision
Econdmica para Europa de Naciones Uni-
das (CEPE-UNECE), Ginebra, Suiza. Even-
tualmente, dichas propuestas normativas
fueron autorizadas y estan vigentes.

La produccion académica
sobre chile habanero del CICY

La participacion del CICY en la cadena pro-
ductiva del chile habanero ha sido por de-
mas relevante si consideramos los produc-
tos académicos, las variedades mejoradas,
la infraestructura y los recursos humanos a
nivel superior que se han formado a lo largo
de 15 afos.

Los productos de investigacion se pueden
agrupar en las siguientes categorias: las pu-
blicaciones, la formacién de recursos huma-
nos y el registro de variedades mejoradas.
Las publicaciones se pueden desagregar en
articulos de investigacion original en revistas
arbitradas (internacionales y nacionales), li-
bros, capitulos de libro, memorias en extenso
y articulos de divulgacion. La formacién de
recursos humanos comprende las tesis de
doctorado, maestria, licenciatura y las estan-
cias posdoctorales. Por ultimo, y no menos
importante por su impacto econémico, se
consideran las variedades de chile habanero
mejoradas y registradas ante el SNICS.

Entre 2011 y 2012 investigadores de la
UBBMP, en colaboracion con técnicos, in-
genieros y autoridades del CICY, elabora-
ron una propuesta, gestionaron fondos y
terrenos que permitieron establecer la Uni-
dad Productora de Semillas en el Parque
Cientifico-Tecnolégico de Yucatan ubicado
en el poblado de Sierra Papacal, Yucatan.
En dichas instalaciones, desde 2014, se han
multiplicado las variedades de chile haba-
nero mejoradas por investigadores y técni-
cos de la UBBMP y registradas en el SNICS
de la Sagarpa. A la fecha, dichas variedades
estan disponibles para su comercializacion
(Anexo 1).

Para cada categoria, los productos se clasi-
ficaron por afno de publicacion, o registro,
y por orden alfabético (Anexo 1). El listado
de productos académicos se integré con
las aportaciones de los investigadores de la
UBBMP que estudian al chile habanero de
la Peninsula de Yucatan y también de inves-
tigadores que laboran en otras Unidades
del CICY; sin embargo, por causas ajenas
a nuestro interés es posible que de mane-
ra involuntaria se hayan omitido algunos
productos y que también algunos de los
incluidos pudieran presentar errores en la
manera de citar los nombres de los autores,
los titulos o las referencias. En la medida de
lo posible se revisd y se traté de corregirlos.

En la Figura 1 se reporta la produccién aca-
démica sobre chile habanero del CICY du-
rante el periodo 2003-2017, medida por el
numero de publicaciones, recursos huma-
nos formados y las variedades registradas.
Durante el periodo reportado se generaron
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113 publicaciones de las cuales 61 (54%)
corresponden a articulos de investigacion
original, 21 (19%) a memorias en extenso,
10 (9%) a capitulos de libro, 16 (14%) a ar-
ticulos de divulgacion y 5 (4%) a libros. En
promedio, se generaron 7.5 publicaciones
por afo durante este periodo.

La formacién de recursos humanos esta
representada por 162 tesis de grado y
estancias posdoctorales; de las cuales 82
(51%) corresponden a tesis de licenciatu-
ra, 46 (28%) a tesis de maestria, 28 (17%) a
tesis de doctorado y 6 (4%) a estancias de
posdoctorado. Por tanto, durante el perio-
do se graduaron 10.4 profesionistas de ni-
vel superior y de posgrado con la asesoria
y direccién de investigadores del CICY, la
mayoria de la UBBMP.

Respecto de las variedades mejoradas de
chile habanero, resultado de la investiga-
cion aplicada, se registraron un total de
nueve (75%) variedades y se gestionaron
tres (25%) derechos de obtentor de varie-
dad mejorada ante la Sagarpa. En prome-
dio, se registraron 0.6 variedades mejoradas
de chile habanero por afo.

Para comparar el comportamiento de los
productos académicos durante el periodo
de andlisis, éstos se graficaron consideran-
do los aios en que se reportan.

Figura 1
Produccion académica sobre chile habanero
del Centro de Investigacién Cientifica de Yucatan, 2003-2017

Libros Capitulos
5 (4%) — _—delibro

en extenso
| 21(19%)

A) Publicaciones

Tesis
doctorado
28 (17%)

C) Registro de Variedades

Fuente: Informacion proporcionada por investigadores del CICY, Nov. 2017.



CENTRO DE INVESTIGACION CIENTIFICA DE YUCATAN A.C.

334

Publicaciones

Articulos publicados de
investigacion original

La Figura 2 reporta el nimero de articulos
nacionales e internacionales, producto
de investigacién original. Los aflos 2010 y
2011 reportan la mayor produccién de ar-
ticulos arbitrados, respectivamente, y que
sumados representan 29.5% de la produc-
cion total del periodo.

Los articulos cientificos se han publicado
en revistas nacionales e internacionales
tales como Agronomia Mesoamericana;

Journal of the Mexican Chemical Society;
Revista Fitotecnia Mexicana; Tropical and
Subtropical Agroecosystems; African Journal
of Biotechnology; Australian Journal of Crop
Science; Electronic Journal of Biotechnology;
European Journal of Plant Pathology; Food
Chemistry; Frontiers in Plant Science; Func-
tional Plant Biology; HortScience; Journal
of American Society of Horticultural Scien-
ce; Journal of Phytopathology; Journal of
Science Food and Agriculture; Plant Cell Tis-
sue and Organ Culture; Plant Physiology and
Biochemistry, entre otras (Anexo 1).

Figura 2
Articulos publicados de investigacion original
sobre chile habanero por investigadores del CICY, 2003-2017
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Libros

El total de libros editados e impresos so-
bre chile habanero durante el periodo, se
reporta en la Figura 3. Los cinco libros re-
portados se publicaron en 2015. El primero
corresponde al Manual de produccién en
invernadero de pldntulas certificadas de chile
habanero de la Peninsula de Yucatdn com-
pilado en colaboracién con el Colegio de
Posgraduados Campus Campeche (CP), el
Instituto Tecnolégico Superior de los Rios
de Balancdn Tabasco (ITSR), el Instituto

Tecnoldgico de Chind Campeche (ITC) y el
Consejo Nacional de Productores de Chiles,
S.C. (CONAPROCH). Los cuatro restantes
corresponden al Estudio estratégico de los
mercados de chile habanero de la Peninsula
de Yucatdn realizados en colaboracién con
el Centro Latinoamericano de Innovacién
en Logistica (CLII), el City College of New
York (CUNY) y el Texas Transportation Insti-
tute de Texas A&M University (Anexo 1).
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Figura 3
Libros editados sobre el chile habanero
por investigadores del CICY, 2003-2017
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Capitulos de libro

La Figura 4 sefala los capitulos de libro que
se publicaron en el periodo. Destaca 2012
con cinco capitulos, que corresponden al
50% de la produccién en este rubro.

y otros han sido impresos por casas edito-
riales internacionales (CABI, Nova Science
Publishers, The Humana Press/Springer,
Transworld Research Network, entre otras)
(Anexo 1).

Los capitulos se han publicado en libros edi-
tados en el ambito nacional (CICY, Conabio)

Figura 4
Capitulos de libros publicados sobre chile habanero
por investigadores del CICY, 2003-2017
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Memorias en extenso

La Figura 5 reporta los articulos publicados
como memorias en extenso de las parti-
cipaciones en eventos como congresos,
seminarios y convenciones nacionales e
internacionales. El 2007 sobresale con 10
publicaciones de memorias en extenso, las
cuales representan 47.6% de la producciéon
de este rubro.

La mayor parte de las publicaciones en esta
modalidad corresponden a las memorias

de las Reuniones Estatales de Investigacién
Agropecuaria, Forestal y Pesca organizadas
por la Fundacién Yucatan Produce A.C,, del
2005 al 2008, y a las participaciones de los
investigadores en las diferentes ediciones
de la Convenciéon Mundial del Chile organi-
zadas por el Consejo Nacional de Producto-
res de Chiles, S.C. (CONAPROCH) (Anexo 1).

Figura 5
Articulos publicados como memorias en extenso
sobre chile habanero por investigadores del CICY, 2003-2017

Divulgacion

La Figura 6 reporta los articulos de divul-
gacion publicados en revistas nacionales
e internacionales relacionados con chiles.
Destacan los afos 2006 y 2009 con cuatro

Formacion de recursos humanos

Tesis de doctorado

En la Figura 7 se consigna el total de tesis
de doctorado realizadas por estudiantes
inscritos en el programa de Doctorado en
Ciencias Biologicas, que en su mayoria co-
rresponden a la especialidad en Bioquimica
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publicaciones, respectivamente, y que su-
man el 50% de la produccion de este rubro.
Mas del 90% de los articulos de divulgacion
se han publicado en revistas locales o na-
cionales (Anexo 1).

y Biologia Molecular del CICY, y que previa-
mente estaba registrado como Doctorado
en Ciencias y Biotecnologia de Plantas. Des-
tacan los afnos 2011, 2012, 2013 y 2015 con
cuatro tesis finalizadas, respectivamente.
Las tesis doctorales de estos afos represen-
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Figura 6
Articulos de divulgacion sobre chile habanero
publicados por investigadores del CICY, 2003-2017

4 4
2 2
1
0 0 0

2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017

2
1
0 I 0 0 0 0

tan el 57% de la produccién total. Durante el
periodo, en promedio, al afio se graduaron
1.87 doctores.

Las tesis de doctorado se relacionan con
temas como la nutricién vegetal, el germo-
plasma y la diversidad genética, la relacion

planta-patégeno, el cultivo de tejidos in vitro
y la diferenciacién celular, la transformacion
genética, la expresion génica, la identifica-
cion de proteinas, las vias de transduccién de
sefales y la biosintesis y produccién de cap-
saicinoides, entre otros temas (Anexo 1).

Figura 7
Tesis de doctorado sobre chile habanero
realizadas en el CICY durante 2003-2017

4 4 4 4

2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017




CENTRO DE INVESTIGACION CIENTIFICA DE YUCATAN A.C.

338

Tesis de maestria

En la Figura 8 se reportan las tesis realiza-
das por estudiantes inscritos en el progra-
ma de Maestria en Ciencias Bioldgicas, con
especialidad en Bioquimica y Biologia Mo-
lecular del CICY, previamente registrado
como Maestria en Ciencias y Biotecnologia
de Plantas, junto con algunas llevadas a
cabo en colaboracién con otros posgrados
ofertados por instituciones de educacion
superior, durante el periodo sefalado. Los
anos 2008, 2011 y 2016 corresponden a
los aflos de mayor produccion, con seis te-
sis por afo respectivamente. Las tesis de
maestria generadas durante estos tres anos
representan el 39% de la produccién total

del periodo. En promedio se graduaron 3.0
estudiantes de maestria por ano en temas
relacionados con el chile habanero.

Entre los temas abordados en las tesis de
maestria se consideran el estrés ambiental,
la nutricidon vegetal, el germoplasma y la
diversidad genética, el mejoramiento gené-
tico, la transformacién genética, la relacion
planta-patégeno, el cultivo de tejidos in vitro
y la diferenciacion celular, la expresion géni-
ca, la identificacion de proteinas, las vias de
transduccion de senales y la biosintesis y
produccién de capsaicinoides, entre otros
temas (Anexo 1).

Figura 8
Tesis de maestria sobre chile habanero
realizadas en el CICY durante 2003-2017
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Tesis de licenciatura

Las tesis de licenciatura realizadas en el
periodo se reportan en la Figura 9. Desta-
can los anos 2012 y 2008 con diez tesis y
ocho tesis, respectivamente; seguidos por
los afios 2006, 2007y 2009, con siete tesis
cada uno. En conjunto, estos cinco afnos re-
presentan el 47.5% del total de 82 tesis de
licenciatura realizadas durante el periodo.
Respecto del promedio de estudiantes de
licenciatura graduados, se tuvieron 5.5 es-
tudiantes graduados por afio.

Los temas abordados en las tesis de licencia-
tura, al igual que las de maestria y doctora-
do, han sido diversos. Entre otros, se inclu-
yen el estrés ambiental, la nutriciéon vegetal,
el germoplasma y la diversidad genética, el
mejoramiento genético, la transformacion
genética, la relacién planta-patdégeno, el
cultivo de tejidos in vitro y la diferenciacion
celular, la expresion génica, la identificacion
de proteinas, las vias de transduccion de se-
nalesy la biosintesis y produccién de capsai-
cinoides (Anexo 1).
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Figura 9
Tesis de licenciatura sobre chile habanero
realizadas en el CICY durante 2003-2017
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Cabe senalar que los estudiantes que reali-
zaron dichas tesis provienen de institucio-
nes de educacion superior localizadas en
Campeche, Chiapas, Estado de México, Ja-
lisco, Puebla, Tabasco y Yucatan (Figura 10y
Anexo 1). Destaca la cobertura regional del
origen de los estudiantes de licenciatura, ya

gue abarca la region sur-sureste del pais. Si
bien los estudiantes originarios de Yucatdn
representan el 51% del total, los estudiantes
provenientes de Campeche y Tabasco repre-
sentan el 27% vy la diferencia se distribuye
entre los estados restantes.

Figura 10
Estado de origen de los estudiantes de licenciatura
que realizaron su tesis sobre chile habanero en el CICY, 2003-2017

Chiapas BPyebla
Veracruz 3%) 2 (2%) —

3 (4%)

Campeche —
7 (9%)

%) 1(1%)

Jalisco EdoMexico
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Posdoctorado

En la Figura 11 se reportan las estancias
posdoctorales realizadas en los laboratorios
y grupos de investigacion de la UBBMP re-
lacionadas con chile habanero durante el

periodo de andlisis. Se observa que se han
realizado seis estancias y que la mayoria se
realizaron en 2008 y 2009. En dos casos, las
posdoctorantes prolongaron su estadia por
un ano adicional (Anexo 1).

Figura 11
Estancias de posdoctorado sobre chile habanero
realizadas en el CICY durante 2003-2017
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Registro de variedades mejoradas

Derechos de obtentor

La Figura 12 reporta los derechos de ob-
tentor de variedades mejoradas de chile
habanero gestionadas y autorizadas por

la Sagarpa durante el periodo. De los tres
derechos otorgados, dos corresponden al
2012 y uno al 2015. Por tanto, ambos estan
vigentes.

Figura 12
Derechos de obtentor de variedades mejoradas de chile habanero
otorgadas al CICY durante 2003-2017
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Variedades mejoradas

La Figura 13 reporta las variedades mejora-
das de chile habanero que han sido regis-
tradas en el SNICS durante el periodo. De
las nueve variedades registradas, ocho se

aceptaron por el SNICS en 2010 y una va-
riedad en el 2015. Como se ha sefialado,
estas variedades mejoradas se encuentran
disponibles en el CICY para su comerciali-
zacion.

Figura 13
Variedades mejoradas de chile habanero
registradas en el SNICS por el CICY durante 2003-2017
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Conclusiones

Con base en la informacion recopilada y
analizada se puede concluir que la produc-
cién académica sobre el chile habanero
del CICY, y en particular de la UBBMP, ha
contribuido a generar conocimiento cien-
tifico, basico y aplicado, en los campos de
la genética, la biologia celular, la biologia
molecular, la bioquimica y la fisiologia de
plantas; asi como en generar desarrollos
tecnoldgicos con impacto productivo,
econdémico y social para la regién sureste
de México y que han sido transferidos al
sector productivo. Algunos de estos de-
sarrollos estan basados en innovaciones
realizadas en los laboratorios del CICY y, a
su vez, estan permitiendo innovar a nivel
productivo.

Aunado a su produccion cientifico-académi-
ca, el grupo de investigadores del CICY que
estudia el chile habanero de la Peninsula

1

.oo

0 0 0 0

2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017

de Yucatan, ha contribuido a formar nume-
rosos profesionistas a nivel de licenciatura,
maestria, doctorado y posdoctorado que
actualmente laboran en diversos ambitos
académicos, cientificos y productivos en el
sureste del pais.

De especial relevancia han sido la seleccién
de las variedades mejoradas de chile haba-
nero y la creacién de la Unidad Productora
de Semillas que permite multiplicar dichas
variedades, y las que en un futuro se ge-
neren, para ponerlas a disposiciéon de los
productores de la regién de manera que
puedan aprovechar el potencial de la De-
nominacion de Origen del Chile Habanero
de la Peninsula de Yucatan y cumplir con la
normativa de su correspondiente Norma
Oficial Mexicana.
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3. Registro de variedades vegetales

3.1. Derechos de Obtentor
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