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En este estudio se compararon las variedades de chile serrano Tampiquefio 74



y Panuco, en cuanto a su respuesta a condiciones de estrés hidrico en
invernadero y en campo abierto. Los tratamientos consistieron en la limitacion
del agua durante un periodo de 15 dias en invernadero y 38 dias en campo, en
comparacion con los testigos los mismos tipos de chiles en condiciones
optimas de riego. Se registro la tension de humedad en el suelo y se evalu6
potencial hidrico en las hojas, el contenido relativo de agua en las hojas y la
expresion del gen Cadhnl que codifica para una dehidrina, mediante andlisis de
expresion con la técnica de RT-PCR Se observaron diferencias en la
acumulacion de transcritos de la dehidrina 1 entre las variedades: en
Tampiquefio 74, el gen mostrd una expresion basicamente constitutiva, con
poca respuesta al estés impuesto; en cambio la variedad Panuco se observé
una clara inducciéon de expresion del gen Cadhnl en plantas sujetas a
tratamiento de sequia en invernadero y en campo. En el ensayo en el
invernadero, la tension de humedad en el suelo y el potencial hidrico en las

hojas alcanzaron valores menores en las plantas de chile Panuco.



ABSTRACT

THE EXPRESSION OF DEHYDRIN-1 GENE IS DIFFERENT BETWEEN CHILI
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The response to water stress was studied in the chili pepper varieties

Vi



“Tampiquefio 74” and “Panuco”. The experiment was performed twice, one in
the greenhouse and other in field conditions. The treatment was imposed by
water withholding for 15 days in the greenhouse and 38 days in the field.
Stressed plants were compared with well-watered plants growing in the same
conditions. Soil water tension, water potential in leaves and the foliar relative
water content were recorded. The expression of Cadhnl gene that codifies for a
dehydrin protein, was analyzed by RT-PCR. The chili pepper varieties
expressed Cadhnl differently. Tampiquefio 74 had a constitutive expression of
the dehydrin gene with a small response to water stress. The Panuco variety
showed a clear induced expression in stressed plants, both in the greenhouse
and the field. In the greenhouse assay, the soil water tension and the leaf water

potential developed the lower values in the Panuco plants.
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I. INTRODUCCION

México es el pais con la mayor diversidad genética de chiles, de los
cuales, la tercera parte de la produccion de chile verde es del tipo jalaperio,
seguida por el tipo serrano. Este cultivo es una de las principales hortalizas en
cuanto al valor de su produccion. Si bien éste se concentra en unidades
productivas de alta tecnologia e insumos, no deja de estar sometido a
condiciones ambientales adversas, entre las cuales destaca la limitacion en el
suministro de agua. La sequia en el ciclo primavera-verano de 2009 significo
una reduccion 1.6% en la superficie sembrada, en comparacién con el afio
previo. La escasez del liquido en buena parte del territorio nacional se reflejo en
la disminucién del rendimiento promedio que pas6 de 15.6 toneladas por

hectarea en 2008 a 14.1 en2009.

En México, el 10 % de la superficie agricola irrigada es afectada por la
salinidad y de ésta 64 % se localiza en la parte norte del pais (Umali, 1993),
donde el problema se agudiza a causa de la limitacion de agua, ademas, los
suelos presentan drenaje deficiente y alta evaporaciéon que también inducen
condiciones de sequia. La limitacion en la disponibilidad fisiolégica del agua es

un componente del estrés por salinidad en el suelo.



La salinidad es uno de los principales factores abi6ticos que afectan el
crecimiento, rendimiento y calidad de los cultivos agricolas a través del estrés
iGnico y osmdtico, limitando con ello la produccion de alimentos de origen
vegetal (Serrano, 1999; Hasegawa et al., 2000; Zhu, 2001; Cramer, 2002; Aktas
et al., 2005). Las bajas temperaturas y sobre todo las congelantes producen

también un estrés hidrico en las plantas (Thomashow, 1998).

México a pesar de ser centro de origen de gran diversidad de chiles,
presenta limitaciones en la produccién debido a que cada vez es menor la
disponibilidad de agua para riego, el régimen de lluvias es inestable originando
como consecuencia el abatimiento de los acuiferos donde se disponen de
pozos de agua para riego (Inzunza et al., 2007). La sequia es uno de los
principales factores que limitan la produccién en el mundo, la adaptacion de las
plantas a la sequia es el resultado de mecanismos fisiolégicos inducidos por

proteinas.

Las plantas poseen mecanismos de defensa ante el estrés por déficit
hidrico, estos mecanismos incluyen la proteccion de las células, sintesis de
solutos compatibles y sintesis de novo de muchas proteinas, entre las que
destacan las pertenecientes a la familia de proteinas abundantes en la
embriogénesis tardia, las proteinas LEA por sus siglas en inglés (Late
Embryogenesis Abundant), juegan un papel fundamental en la respuesta de la

planta y la adaptacién al estrés abiotico. La acumulacion de proteinas LEA fue



descrito como el mecanismo mas comun desarrollada contra el estrés hidrico
(Close, T.J. 1996), es decir la pérdida de agua en los érganos vegetativos, lo
gue sugiere que estas proteinas juegan un papel de proteccion durante el déficit

hidrico.

Las LEA Il son un tipo especial de proteinas altamente hidrofilicas que protegen
a membranas y proteinas de su desnaturalizacion por deshidratacion, estas
proteinas llamadas dehidrinas juegan un papel fundamental en la sobrevivencia
de las semillas en estado seco y en estado vegetativo, parecen proteger
ademas a las células del estrés oxidativo y dafios causados por los ciclos de

congelamiento y descongelamiento (Reyes et al., 2008).

Este trabajo se plantea como un estudio que nos permita conocer la
acumulacion de dehidrinas en tejidos vegetativos de plantas de chile expuestas
a condiciones de sequia, en invernadero asi como condiciones de limitacion de
agua en campo abierto. El siguiente estudio documenta los niveles de
acumulacion de la dehidrina 1 en chile serrano variedadades Tampiquefio 74 y

Panuco.



OBJETIVOS:

Comparar la expresion de la dehidrina 1 en dos variedades de chile serrano en

condiciones de estrés hidrico.

Objetivos especificos

a) Comparacion de la acumulacion de dehidrina 1 en las variedades de chile

Tampiquefio 74 y Panuco sujetos a estrés hidrico, en condiciones de

invernadero y campo abierto.

HIPOTESIS:

La expresion de la dehidrina 1 difiere entre variedades de chiles serrano bajo

condiciones de estrés hidrico.



ll. REVISION DE LITERATURA
Mecanismos de defensa
Las plantas desarrollaron a lo largo de su proceso evolutivo una variedad de
mecanismos de proteccion para superar diversos problemas ambientales
abidticos. La sequia, la alta salinidad, y las temperaturas congelantes que
comparten un componente de estrés hidrico, inducen mecanismos de defensa
similares (Thomashow, 1999; Hasegawa, et al 2002; Zhu, 2001a, b; Xiong et
al., 2002; Xiong y Zhu, 2002) éstas incluyen cambios en las actividades
enzimaticas y en la expresion génica. Bajo condiciones de estrés hidrico, las
células vegetales pierden agua y reducen su presion de turgencia (Holmberg y
Bulow, 1998). Algunos de los mecanismos de defensa incluyen la acumulacion
de osmolitos (ajuste osmoético) que permiten a las células mantener su turgencia
a menores potenciales de agua. Otro mecanismo es la sintesis de compuestos
protectores que incluyen solutos compatibles como azucares no reductores, el
aminoacido prolina y principalmente proteinas que protegen a enzimas,
membranas y otros componentes celulares actuando béasicamente como

chaperonas (Salekdeh et al., 2009) entre las cuales sobresalen las dehidrinas.



Aspectos fisiologicos del estrés por sequia

La sequia, es decir, falta de agua conduce a la disminucién del potencial
de agua del suelo (contenido gravimétrico de agua en el suelo), que esta a
menudo acompafiado por un descenso de la humedad relativa del aire,
resultando en una mayor velocidad de transpiracion de la hoja. Cuando
disminuye el contenido de agua en el suelo se extrae del entorno con mayor
potencial hidrico. La aclimatacion de las plantas a la sequia trata de eliminar la
pérdida excesiva de agua, lo que consiste en un ajuste osmoético, es decir, una
disminucién en la diferencia de potencial de agua que existe entre la célula de
la planta y el suelo. El ajuste osmotico se asocia con la acumulacion de
metabolitos solubles de bajo peso molecular llamados solutos compatibles
(carbohidratos de bajo peso molecular, monosacaridos: glucosa, fructosa,
disacaridos: sacarosa, oligosacéaridos: rafinosa, estaquiosa y verbascosa,
alcoholes de azucar como: manitol, sorbitol, pinitol; compuestos de amonio
cuaternario llamados betainas: betain alanina, glicin betaina, prolina; poliaminas
espermina, espermidina, putrescina) y con relativamente alto peso molecular,

proteinas hidréfilas dentro de las células.

Clasificacion de las plantas de acuerdo con la tolerancia a la
desecacion celular
De acuerdo con la tolerancia a la desecacion celular, las plantas se

pueden dividir en dos grandes grupos: plantas poikilohidricas y plantas



homoiohidricas. Las plantas poikilohidricas generalmente son mucho mas
tolerantes a la deshidratacion celular que las plantas homoiohidricas debido a
gue poseen células relativamente pequefias y a la baja proporcion relativa de
vacuolas en el citoplasma en comparacion con las plantas homoiohidricas

(Proctor y Tuba, 2002).

Las poikilohidricas incluyen plantas tolerantes a la desecacion, plantas
sin semillas, musgos, licopodios del género Selaginella y helechos del género
Polypodium. Sin embargo, también se incluyen angiospermas tolerantes a la
desecacion que tienen células con vacuolas pequefas y se pueden recuperar
después haber perdido hasta un 95% de agua. Estas plantas son llamadas
"plantas de la resurreccion", por ejemplo, Craterostigma plantagineum,

Ramonda serbica, etc. (Scott, 2000).

Clasificacién de las dehidrinas

Las proteinas abundantes durante la embriogenesis tardia (LEA) se
acumulan en gran cantidad durante el desarrollo de las semillas de muchas
plantas, en una relacion temporal muy estrecha con el desarrollo de la
desecacion y durante la pérdida de agua en los 6rganos vegetativos. Las
proteinas LEA se clasifican en tres grupos de acuerdo a similitudes en sus
secuencias. Las dehidrinas constituyen el grupo Il de las LEA. Ademas de su

participacion en el desarrollo de la semilla, las dehidrinas son un grupo de



proteinas que generalmente se encuentran en diferentes tejidos de plantas
sujetas a algun tipo de estrés hidrico, como puede ser sequia, salinidad o bajas
temperaturas, por lo que se les ha adjudicado un papel de proteccion contra
este estrés (Close, 1997; Rorat, 2006). En general, las LEA se caracterizan por
ser muy hidrofilicas, permanecer en solucién a temperaturas de ebullicion y
tener poca estructura secundaria. Las dehidrinas en particular, se distinguen por
poseer un domino rico en lisinas conocido como segmento K. Usualmente
poseen un serie continua de residuos de serina, el segmento S y un segmento
consenso llamado el segmento Y. La presencia y numero de cada uno de estos
segmentos permite agrupar a las diferentes dehidrinas (Cambell y Close, 1997).
Las DHNs se caracterizan por amplio rango de masas moleculares que van
desde 9 a 200 kDa. Se definen como proteinas que poseen al menos una copia

de una secuencia conservada conocida como segmento-K en su molécula.

La clasificacion generalmente aceptada de las dehidrinas se basa en sus
caracteristicas estructurales, tales como la presencia de secuencias
conservadas, designadas como segmento-K, S o Y. Se pueden dividir en cinco

subgrupos estructurales: KN, SKN, KNS, YnKn y YnSKn, Figura 1.
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Figura 1. Clasificacion de las dehidrinas LEA Il, de acuerdo a sus caracteristicas

estructurales (Battaglia et al., 2008.)

GROUP MOTIF CONSENSUS SEQUENCE
LEA1 1 TVVPGGT GGKSLEAQEHLAE
(D-19) 3
PF00477 2 TRKEQLGTEGYQEMGRKGGL
M E K E
3 DKS GGERAAEEGI| EI| DE S KF
E ER D Y
LEA 2 K EKKGI MDKI KEKLZPG
K E g D |
(D-11) a o
[,
PF00257 S LHRSGSWSSSSSDDD
H H EEE
Y RTDEYGNPVH
Qv | Q

Cuadro 1. Secuencia de aminoacidos de proteinas LEA Il correspondientes a
cada estructura de la Figura 1.

El segmento-K representa motivos muy conservados de 15 aminoacidos
(Cuadro 1) que son capaces de formar un a-hélice anfifilico especialmente

importante ya que se ha encontrado en todas las dehidrinas y se cree que



desempeiian un papel protector durante la deshidratacion celular. El segmento-
K es una secuencia de aminoacidos (aa), rico en lisina (EKK GIM E/DKI KEK
LPG) presente en 1-11 copias cercanas al C terminal en las moléculas de

dehidrinas.

Una correlacion positiva entre adaptacion a la deshidratacion celular y la
presencia de las dehidrinas esta ampliamente documentada, pero las funciones
especificas de las dehidrinas en la célula estresada permanecen poco claras.
Los analisis recientes indican que los diferentes tipos estructurales de DHNs
pueden tener diferentes funciones. El andlisis de la secuencia del segmento K
hace suponer que puede adoptar una conformacién de a-hélice anfipatica. Esta
estructura esta presente en proteinas que aparecen en la interfase lipido agua,
como es el caso de las apolipoproteinas. La DHN1 de maiz (tipo YSK2)
interacciona con vesiculas de fosfolipidos mediante un cambio conformacional
hacia la hélice, por lo que se supone que este tipo de dehidrinas pueden jugar
un papel importante en la estabilizacion de las membranas celulares (Koag et

al., 2003).

Estudios realizados sobre la acumulacién de dehidrinas bajo diferentes

condiciones de estrés.

Las dehidrinas se acumulan en plantas cuando estdn expuestas a estrés

por sequia. Varios estudios han demostrado que la acumulacién de dehidrina

10



durante el crecimiento vegetativo de las plantas se correlaciona con su
tolerancia a la sequia, Labhilili et al., (1995) y Brini et al., (2007a) han mostrado
gue la acumulacion de dehidrina confiere tolerancia al estrés por sequia y por

sales en el trigo duro (Triticum turgidum ssp. Durum).

La dehidrina CuCOR19 de Citrus unshiu, tipo KsS, sobrexpresada en
tabaco confiri6 mayor resistencia al frio y disminuy6 in vitro la peroxidacion de
lipidos. Ademas, fue capaz de atrapar eficientemente radicales hidroxilos y
peroxilos que se generan durante la deshidratacion celular (Hara et al., 2004)
apuntando hacia un papel de este tipo de dehidrinas en la proteccidon contra
radicales libres. En la revision de Rorat (2006) se resume la evidencia de la
proteccion por diferentes dehidrinas, a enzimas sensibles al congelamiento. Por
otra parte, la presencia de las DHNs puede modificar respuestas especificas al
estrés hidrico. La expresion de la dehidrina 5 de trigo en plantulas de
Arabidopsis confirid resistencia a estrés hidrico y a altas concentraciones de
cloruro de sodio en la solucién de crecimiento. Pero las plantas transgénicas
mostraron ademas, mayores niveles de sodio y acumulacion de prolina (Brini et
al., 2007), indicando alguna interaccién o efecto epistatico entre la expresion de

las dehidrinas y el ajuste osmotico.

De manera similar (Pelah et al., 1997) han observado una relacién positiva
entre la acumulacién de dehidrinas y la tolerancia a la sequia en el alamo

(Populus tremula). Analogamente (Tabaei-Aghdaei et al., 2000) compararon la

11



acumulacion de proteinas de dehidrina en los tejidos de dos especies de trigo
(Agropyron desertorum) tolerante a sequia y (Lophopyrum elongatum) menos
tolerante a sequia, revelaron diferentes niveles de tolerancia bajo estrés por
sequia (con 6 dias sin riego), los investigadores detectaron niveles mucho mas
altos de polipéptidos de dehidrina en A. desertorum tolerante a la sequia que en
L. Elongatum. Entre tanto que Volaire (2002) encontré una asociacion en la
acumulacion de dehidrina de 22-24 kDa con mayor tolerancia a la sequia y la
adquisicion de latencia en el verano en la base de las hojas de dos variedades
contrastantes de datil (Dactylis glomerata), uno de origen marroqui del
Mediterraneo (una variedad tolerante a la sequia) y el otro de origen oceanico
francés (una variedad sensible a sequia). En contraste, no se observaron
diferencias en el nivel de transcritos (Volaire et al., 1998). Estos resultados
sugieren la existencia de diferentes mecanismos de regulacion entre las
variedades de Dactylis glomerata con diferente tolerancia a la sequia a nivel

postranscripcional.

Investigaciones realizadas por Cellier et al. (1998) en una variedad de
girasol (Helianthus annuus) tolerante a la sequia en comparacién con una
variedad sensible a la sequia. Observaron altos niveles de transcriptos de
genes de dehidrinas HaDhnl y HaDhn2 en la variedad tolerante a sequia. La
acumulacion de transcritos de HaDhnl y HaDhn2 se correlaciona con el
potencial hidrico en la hoja de la planta cuando se compararon los cultivares

bajo el mismo contenido gravimétrico de agua del suelo. Cellier et al., (2000)
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observaron cambios diurnos en la expresion del gen HaDhnl en plantas de
girasol sometidas a sequia, con un maximo de expresion de HaDhnl al
mediodia, que se reflejé en los cambios en el potencial hidrico de las hojas. En
contraste, el gen HaDhn2 no mostr6 cambios diurnos significativos en su

patrén de expresion.

Claramente, la elucidacion del papel de las dehidrinas en la respuesta de
las plantas al estrés hidrico, requiere definir cuales dehidrinas se expresan
como respuesta a condiciones especificas. El estudio sistematico de las
dehidrinas y sus genes se ha realizado en varias especies, como son los casos
de Arabidopsis taliana (Nylander et al., 2001) y de cebada (Choi et al., 2000;
Rodriguez et al., 2005), trabajos que muestran la diversidad genética y funcional
del grupo. Sin embargo, hasta donde es de nuestro conocimiento no se ha
intentado tal esfuerzo en Capsicum. Las dehidrinas son marcadores
moleculares para respuesta a estrés por sequia y/o frio y el estudio de su
diversidad genética puede dar informacién sobre regiones del genoma sujetas
a seleccion natural (Perdiguero et al., 2012) 6 humana que ayuden a esclarecer,
en este caso particular, el origen del cultivo y el grado de diversidad disponible

(Aguilar-Meléndez et al., 2009, Dai et al., 2012).
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RESUMEN
En este estudio se compararon las variedades de chile serrano Tampiquefio 74
y Panuco en cuanto a su respuesta a condiciones de estrés hidrico en
invernadero y en campo. Los tratamientos consistieron en la limitacién del agua
durante un periodo de 15 dias en invernadero y 38 dias en campo, en
comparacion con los materiales testigo en donde los mismos materiales de
chiles estuvieron en condiciones de Optimas de riego. Se registré la tension de
humedad en el suelo, se evalué potencial hidrico en las hojas, el contenido
relativo de agua en las hojas y la expresion del gen Cadhnl que codifica para
una dehidrina, mediante analisis de RT-PCR. Se observaron diferencias en la

acumulacion de transcritos de la dehidrina 1 entre las variedades: en

Tampiquefio 74, el gen mostré una expresidn basicamente constitutiva, con
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poca respuesta al estés impuesto; en cambio en el criollo Panuco se observé
una clara induccion de expresion del gen Cadhnl en plantas sujetas a
tratamiento de sequia en invernadero y en campo. En el ensayo de invernadero,
la tensién de humedad en el suelo y el potencial hidrico en las hojas alcanzaron

valores menores en las plantas de chile Panuco.

Palabras clave: Capsicum annuum L., dehidrina, expresion genética, estrés

hidrico

THE EXPRESSION OF DEHYDRIN-1 GENE IS DIFFERENT BETWEEN CHILI

PEPPER VARIETIES UNDER DROUGHT

ABSTRACT
The response to water stress was studied in the chili pepper varieties “Tampico
74” and “Panuco”. The experiment was performed twice, one in the greenhouse
and other in field conditions. The treatment was imposed by water withholding
for 15 days in the greenhouse and 38 days in the field. Stressed plants were
compared with well-watered plants growing in the same conditions. Soil water
tension, water potential in leaves and the foliar relative water content were
recorded. The expression of Cadhnl gene that codifies for a dehydrin-protein,

was analyzed by RT-PCR. The chili pepper varieties expressed Cadhnl

16



differently. Tampiquefio 74 had a constitutive expression of the dehydrin gene
with a small response to water stress. The Panuco landrace showed a clear
induced expression in stressed plants, both in the greenhouse and the field. In
the greenhouse assay, the soil water tension and the leaf water potential

developed the lower values in the Panuco plants.

Keywords: Capsicum annuum L., dehydrin, genetic expression, water stress

INTRODUCCION

México uno de los principales productores de chiles, presenta limitaciones en su
produccion debido a que cada vez es menor la disponibilidad de agua para
riego y dado el régimen de lluvias inestable, su produccion en un régimen de
temporal es muy limitado. Su produccion intensiva en regiones irrigadas ha
propiciado el abatimiento de los acuiferos donde se disponen de pozos de agua
para riego (Inzunza et al., 2007).

El cultivo de chile es poco tolerante al estrés por falta de agua, pues permite
solo un 30% de disminucion en la cantidad de agua disponible en el suelo antes
de sufrir estrés y disminucion en la produccion (Enciso, et al., 2012). Aunque
menos que en otras hortalizas, las respuestas y tolerancia del chile a la sequia
se han estudiado por diferentes autores. Ismail y Davies (1997) encontraron
claras diferencias en la disminucion del potencial de agua, el potencial de

turgencia y la acumulacion de acido abscisico entre genotipos como respuesta

17



a la imposicion de un estrés por sequia. Delfine et al. (1999) compararon la
fotosintesis entre plantas de chile irrigadas y de temporal, encontrando una
menor conductancia estomatica en las segundas que se reflejo en la produccion
de mas frutos de mala calidad a partir del segundo corte. Un déficit en el riego
del 70% la capacidad de campo en plantas de chile, significé un ahorro del 85%
del agua irrigada, pero provocé una disminucion del 40 % de la cosecha (Ismail,
2010). El chile “Mirasol” fue capaz de soportar una disminucion del riego en un
ensayo de riego parcial de la raiz permitiendo un ahorro del 32% del agua
utilizada (Serna-Pérez et al.,, 2011). En un estudio a mas largo plazo en el
mismo sistema (Serna-Pérez et al., 2012) se demostrd que una disminucion del
40% del riego con respecto al régimen comercial, produjo la mayor proporcion
de frutos comerciales.

Para avanzar en el uso de tecnologias que permitan la disminucién sustancial
del agua de riego, es necesario conocer mas sobre los mecanismos
bioquimicos y moleculares subyacentes en el desarrollo de la tolerancia a la
limitacion de agua. Las plantas desarrollaron a lo largo de su evolucion una
variedad de mecanismos de proteccion para superar diversos estreses
abidticos. La sequia, la alta salinidad y las temperaturas de congelamiento, que
comparten un componente de estrés hidrico, inducen mecanismos de defensa
similares (Zhu 2002; Xiong et al., 2002; Xiong y Zhu 2002). Bajo condiciones de
estrés hidrico, las células vegetales pierden agua y reducen su presion de
turgencia (Holmberg y Bulow, 1998). Algunos de los mecanismos de defensa

incluyen la acumulacién de osmolitos (ajuste osmotico) que permite a las
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células mantener su turgencia a menores potenciales de agua. Otro mecanismo
es la sintesis de compuestos protectores que incluyen solutos compatibles
como azucares no reductores, prolina y principalmente proteinas que protegen
a enzimas, membranas y otros componentes celulares, actuando basicamente
como chaperonas (Salekdeh et al.,, 2009). Entre éstas sobresalen las
dehidrinas, una familia de proteinas pertenecientes al grupo conocido como
“‘proteinas abundantes durante la embriogenesis tardia® (LEA =late
embryogenesis abundant).

Las LEA se acumulan en gran cantidad durante el desarrollo de las semillas de
muchas plantas, en una relacion temporal muy estrecha con el desarrollo de la
desecacion. Las dehidrinas constituyen el grupo Il de las LEA. Ademas de su
participacion en el desarrollo de la semilla, las dehidrinas son un grupo de
proteinas que generalmente se encuentran en diferentes tejidos de plantas
sujetas a algun tipo de estrés hidrico, como puede ser sequia, salinidad o bajas
temperaturas, por lo que se les ha adjudicado un papel de proteccion contra
este estrés (Close, 1996; Rorat, 2006). En general, las LEA se caracterizan por
ser muy hidrofilicas, permanecer en solucién a temperaturas de ebullicion y
tener poca estructura secundaria. Las dehidrinas protegen a membranas y
proteinas de su desnaturalizacion por deshidratacion y parecen proteger
ademas del estrés oxidativo y dafios causados por los ciclos de congelamiento
y descongelamiento (Reyes et al., 2008).

Como parte de una investigacion que tiene como objetivo el conocimiento de las

dehidrinas de Capsicum annuum y su papel en la respuesta a diferentes tipos
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de estrés, se presentan aqui los resultados de un estudio acerca de la
acumulacion de dehidrinas en hojas de plantas de chile, durante dos ensayos
de sequia en los que se compara la respuesta en dos variedades de chile
serrano: variedad Panuco, reconocida por su mayor tolerancia a estrés hidrico
(Pozo, 1981) vy la variedad Tampiquefio 74, que es la variedad de serrano con

mayor superficie sembrada en México (Elizondo y Maldonado, 2007).

MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se realizd en condiciones de invernadero y campo
abierto. La primera etapa de la investigacion se llevo a cabo en el invernadero
de alta tecnologia del Departamento Forestal de la universidad Auténoma
Agraria Antonio Narro, durante el periodo de otofio-invierno de 2011. Se utilizé
semilla proporcionada por el banco de germoplasma del Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP). La siembra de los
materiales se hizo en septiembre de 2011 en charolas de poliestireno de 200
cavidades, se utilizé como sustrato peat moss y perlita a una proporcién 60-40.
El trasplante se realizé cuando las plantas contaron con 6 hojas verdaderas y
15 cm de altura a macetas de 20 litros llenadas con suelo. El tratamiento de
sequia consistio en limitar el agua durante un periodo de 15 dias. En el trabajo
en campo abierto se realizé en el periodo de primavera-verano de 2012 en una
parcela (18 m x 20 m) ubicado en el Ejido el Pilar, en el municipio de General

Cepeda, Coahuila. La siembra de los materiales se hizo en mayo de 2012. El
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trasplante cuando las plantas tuvieron una altura de 15 cm, se utiliz6 acolchado
plastico y riego por goteo con una separacion de 0.3 m entre planta y planta y
una distancia de 1.60 m entre surcos. Se utilizé un disefio en bloques completos
al azar, en donde se establecio en un surco el tratamiento de sequia con ambos
materiales de chile serrano y en otro surco con los mismos materiales de chiles
bajo condiciones optimas de riego, el experimento consistié en tres repeticiones
y la unidad experimental de 5 plantas por repeticion. El tratamiento de sequia
consistié en suspender el riego durante un periodo de 38 dias, en comparacién
con el testigo que estuvo bajo condiciones éptimas de riego. La nutricién del
cultivo en condiciones de invernadero y en campo se hizo con la férmula
universal de Steiner (1961), ajustada a las condiciones del suelo y de agua de
riego. Las plagas fueron controladas con metamidofos, endosulfan y dimetoato
en invernadero, en campo se hicieron tres aplicaciones de extracto de neem
para el control de plagas y una aplicaciéon de PROZYCAR (Carbendazim) en las
primeras fases de desarrollo del cultivo para el control de enfermedades. Para
determinar la dindmica de pérdida de agua en el suelo se midio la tensién de
humedad en el suelo con sensores de humedad. Se evalu6 potencial hidrico en
las hojas antes del amanecer Wa,, contenido relativo de agua en las hojas, y

expresion del gen para la dehidrina 1 mediante la técnica de RT-PCR.

Tensién de humedad en el suelo
En el experimento de invernadero se instalaron sensores de humedad del suelo

WATERMARK® 200SS y se monitored la dinamica de la perdida de agua en las
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macetas con plantas de chiles serranos bajo tratamiento de estrés por sequia.
En el experimento en campo la instalacion de los sensores de humedad del
suelo se llevé a cabo a una profundidad de 0.3 m en donde alcanza la mayor
cantidad de exploracion de la raices del cultivo de chile. Se registro la tension

de humedad en el suelo con un medidor digital tipo WATERMARK®.

Potencial hidrico en las hojas antes del amanecer (y,,)

El potencial hidrico en las hojas antes del amanecer se registrdO con un equipo
de presion (Scholander et al., 1965, 1966), las mediciones se hicieron alrededor
de las 05:00 a 6:00 am. Se tomaron hojas con peciolo de plantas bajo
tratamiento y plantas testigo a una altura donde se conté con las hojas mas
jovenes, las mediciones se realizaron de acuerdo a la metodologia descrita por

Day y Walsh (1980).

Contenido relativo de agua en las hojas

En la misma planta en donde se obtuvo el potencial hidrico en las hojas, se
tomaron hojas de plantas sujetas a tratamiento de sequia y en plantas testigo
para obtener contenido relativo de agua en las hojas, se pesé 1 g de hoja en
una balanza digital con precision de 1 mg. Las hojas se colocaron en tubos
Falcon de 50 mL que previamente se llenaron con agua destilada, se dejo en
refrigeracion a 4°C por toda la noche. Al siguiente dia se sacaron los tubos con
las hojas y se procedidé a obtener el peso turgente. Posteriormente se procedid

a colocar las hojas en bolsas de papel para su secado en una estufa
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NOVATECH, a una temperatura de 60 °C por 48 h, por ultimo se registré el
peso seco. El contenido relativo de agua en las hojas (CRA) se obtuvo de

acuerdo a la formula descrita por Barr y Weatherley (1962).

Expresion del gen que codifica para la dehidrina 1

El andlisis de la expresion del gen para la dehidrina 1 de chile (dhnl) se realiz6
mediante la transcripcion reversa del ARN total, seguida de amplificacion
especifica de un fragmento del dhnl. Se tomaron muestras de alrededor de 2 g
de hojas, se congelaron inmediatamente en nitrdgeno liquido y se conservaron
a -80 °C hasta su procesamiento. La extraccion de ARN se realiz6 a partir de
100 mg de tejido que se molieron en un mortero con nitrogeno liquido y a partir
del polvo fino en congelacion se realizd la extraccion de ARN por el método de
cloruro de guanidinio, fenol y cloroformo de Chomczynski y Sacchi (1987),
utilizando el reactivo Trizol® de Molecular Research Center, Inc., siguiendo el
protocolo del fabricante. La cuantificacion y verificacion de la pureza del ARN se
hizo por espectrofotometia a 260 y 280 nm. La integridad del ARN se verificd
por electroforesis desnaturalizante en gel de agarosa (Sambrook y Russell,
2001).

El ADN complementario (ADNc) se obtuvo a partir del RNA total tratado con
DNAsa (Sigma), utilizando los reactivos de transcripcion reversa TagMan® de
Applied Biosystems con hexameros al azar como oligonucleétidos iniciadores.

El ADNc resultante se utilizé para la amplificacién, mediante la reaccidén en
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cadena de la polimerasa (PCR), de un fragmento del gen dhnl y del ARNrl18S,
el cual se incluyé solo como un control interno (resultados no mostrados). Para
cada uno de los genes se disefiaron oligonucledtidos cebadores usando el
software Primer3 (Rozen y Skaletsky, 2000). Para dhnl se us6 como base la
secuencia depositada en el Genbank con la accesionAY225438 y para el 18S
ribosomal la secuencia AB434922. Los oligonucleédtidos disefiados para dhnl
son 5'-CGGAAGACACTTCAGTTC-3'y 5-CCGTCTTCTTCTGTCCTCCA-3 que
generan un fragmento de 150 pb y para el ARNr 18S 5-
AAGTCTGGTGCCAGCAGCCG-3’ y 5-GGAGCGCATCGCCGACAGAA-3, que
generan un fragmento de 175 pb. Las condiciones de la PCR fueron 94°C por
10 min, seguidos de 28 ciclos de amplificacion a 94°C por 30 seg, 56°C por 30
seg y 72°C por 60 seg y una extension final a 72 °C por 10 min. Los productos
de PCR se separaron por electroforesis en gel de agarosa al 3% y tefiidos con
GelRed®. Tanto la sintesis de ADNc como las reacciones PCR se realizaron en

un termociclador ThermoSci.

RESULTADOS Y DISCUSION

Tensién de humedad en el suelo

La dinamica de pérdida de agua en macetas en el experimento en invernadero

fue mas severa que en el experimento establecido en campo (Figura 1), las

macetas con plantas de chile serrano Tampiquefio 74 alcanzaron una tension
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de humedad en el suelo de -64 KPa, mientras que las macetas con la variedad
Panuco bajaron hasta -103 KPa. Indicando que ésta ultima variedad fue capaz
de extraer mayor cantidad de agua del suelo. Zermefio-Gonzalez et al., (2007)
en un trabajo realizado en limon italiano, usando como tratamiento la tension de
humedad en el suelo a 30, 50 y 70 KPa, observaron los mejores resultados de
tamafo de fruto entre 30 y 50 KPa, obteniendo un mejor uso eficiente del agua.
Kulkarni y Phalke (2009) encontraron en plantas de chile sujetas a una
irrigacion 50% de la 6ptima, que la relacion entre biomasa radicular y aérea fue
mayor que las plantas bien irrigadas y que fue significativamente diferente entre
los cultivares evaluados.

El experimento en campo sufrid de un clima atipico, con dias de alta humedad
relativa incluso con presencia de neblina, por lo que la pérdida de agua en el
suelo fue algo limitada. La humedad en el suelo fue estresante solo en el dltimo
tiempo de muestreo, cuando alcanzé un valor de -80 Kpa, sin embargo las
diferencias entre plantas estresadas e irrigadas fueron evidentes en otros

pardmetros desde etapas mas tempranas.
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Figura. 1. Tensiéon de humedad en el suelo (KPa) en chiles serranos (Capsicum

annuum L.) bajo condiciones de estrés hidrico en invernadero y en campo.

Potencial hidrico en las hojas antes del amanecer g,

El potencial hidrico de las hojas antes del amanecer es un indicador de la
intensidad del estrés inducido por déficit de agua (Hsiao, 1973). En el
invernadero, las hojas de chile Tampiquefio 74 sujeto al estrés, mostraron una
disminucién de -0.5 a -2.0 MPa; en las plantas de la variedad Panuco la

disminucién del potencial fue mayor, pues registré6 un cambio de -0.5 a -3 MPa,
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Potencial Hidrico Waa (MPa)

Potencial Hidrico Waa (MPa)

en concordancia con la disminucién del potencial hidrico en el suelo (Fig. 2).
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Figura. 2. Potencial hidrico en las hojas antes del amanecer y,, en condiciones

de invernadero (A-B) en condiciones de campo (C-D).

En el ensayo de campo la disminucién en el potencial hidrico de las hojas fue

menor que en el invernadero en ambas variedades y no hubo diferencia entre

ellas. En las plantas testigo el potencial fluctu6é entre -0.5 a -0.9 MPa, en

plantas del chile Panuco sujetas a sequia el potencial disminuy6 a -1.2 MPa, un

valor muy similar que el alcanzado por las plantas de la variedad Tampico, pero

significativamente menor que el de las plantas testigo (Fig. 2).
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Contenido Relativo de Agua (%)

Contenido relativo de agua en las hojas

El contenido relativo de agua (CRA) en las hojas en chile tampiquefio 74 sujetas

al estrés hidrico en el invernadero bajé de 92 % a 70 %, mientras que no hubo

diferencia marcada entre el tratamiento y el testigo en el CRA en las hojas a

campo abierto (Fig. 3. Ay C). En chile serrano Panuco la variacion del CRA fue

de 86 % a 56 % en invernadero y de 91 % a 74 % en condiciones de campo

abierto (Fig. 3 B y D), pero sin una diferenciacion con las plantas testigo. Las
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Figura. 3. Contenido relativo de agua en las hojas antes del amanecer Wa, en

condiciones de invernadero (A-B, paneles superiores) en condiciones de campo (C-

D, paneles inferiores).
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variaciones en el contenido de agua en las hojas pudieron ser originadas por
las condiciones ambientales que prevalecieron durante el experimento, ya que
el tratamiento de sequia coincidié con el periodo de lluvias por lo que la
humedad relativa fue muy alta durante los dias en que se hicieron los
muestreos (Fig. 4). En conjunto, estos datos nos indican que durante el
desarrollo del estrés, las plantas variedad Panuco mostraron con respecto a la
variedad Tampiquefio 74, mayor consumo de agua en el invernadero, valores
mas negativos del potencial hidrico y menor contenido de agua en las hojas. Lo
anterior pudiera explicarse en términos de que la variedad Tampiquefio 74
pudiera mostrar ajuste osmoético 6 cierre estomatico mas temprano. Sin
embargo una explicacibn mas simple es que la variedad Panuco, reputada
como tolerante, tiene un sistema radicular mas vigoroso, que agoto la reserva
de agua en las macetas mas rapidamente. Esto es consistente con el hecho
gue en condiciones de campo, donde las plantas no crecieron confinadas en un
recipiente, no hubo diferencias significativas entre variedades en cuanto al

potencial hidrico en las hojas.
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Figura. 4. Condiciones de temperatura y humedad relativa durante el

desarrollo del tratamiento de sequia en el ensayo en campo.

Acumulacién de transcritos de la dehidrina 1

En el ensayo en invernadero, las plantas de la variedad Tampiqueio 74
mostraron la transcripcion del gen para la dehidrina 1 (Fig. 5) en todas las
plantas muestreadas, presentandose en estas condiciones como un gen
constitutivo, pues la intensidad de las bandas no varia al aumentar el estrés,
como fue evidente a los 12 y 15 dias, cuando el potencial hidrico fue menor a 2
MPa (Fig. 2). En el experimento en campo se observan diferencias de los
trascritos de dhnl, pero como en el caso del invernadero, la intensidad de la
banda fue muy similar en los diferentes tiempos de muestreo. La expresion de
dhnl fue en los chiles variedad Panuco en cambio, parece corresponder con el

estrés hidrico impuesto (Figura 5 paneles B y D). Si bien los trascritos estan
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Figura. 5. Expresion de la dehidrina DHN1 en chiles serranos Tampiquefio 74
(A'y C), criollo Panuco (B y D), en invernadero (AyB) y en condiciones de
campo (C y D), M= Marcadores moleculares.

presentes en todas las muestras, en las plantas bien irrigadas, las bandas son
muy tenues. En las plantas estresadas, la intensidad de la banda aumenta con

el tiempo, el efecto es mas claro en el experimento de campo.

La expresion del gen dhnl fue previamente estudiada por Chung et al. (2003)
en una prueba rapida de desecacion con plantas de chile de la variedad
coreana Bukang. Los autores analizaron su expresion en hojas cortadas de las
plantas y que se dejaron deshidratar en la mesa de trabajo, por diferentes
tiempos hasta las 24 h. El trascrito fue evidente desde las 2 h de
deshidratacion, alcanzado la mayor acumulacion del ARN mensajero para la
dehidrina a las 4-8 horas y disminuyd a las 24 horas. En esas condiciones el
tratamiento impuesto es muy drastico mientras que los datos aqui presentados

son el resultado de un tratamiento mas natural, donde las plantas tienen la
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oportunidad de desplegar sus diferentes mecanismos de aclimatacion.

En este trabajo se encontrd diferencia en la respuesta al estrés por sequia entre
las dos variedades ensayadas. La variedad Panuco alcanzé en el ensayo de
invernadero, valores menores de potencial de agua y de CRA y mostré0 mayor
acumulacion de los transcritos con respecto a la variedad Tampiquefio 74.
Cellier et al. (1998) observaron altos niveles de transcriptos de genes de
dehidrinas HaDhnl y HaDhn2 en una variedad de girasol (Helianthus annuus)
tolerante a la sequia cuando se compararon con una variedad sensible a
sequia. La acumulacion de transcritos de HaDhnl y HaDhn2 se correlaciono
con el potencial hidrico en la hoja de la planta cuando se compararon los
cultivares bajo el mismo contenido gravimétrico de agua del suelo. En el
experimento de campo aqui expuesto, la tension de humedad fue practicamente
la misma en ambas variedades, sin embargo la acumulacion de transcritos en

respuesta al estrés fue claramente mayor en las plantas de la variedad Panuco

CONCLUSIONES

Los transcritos para la dehidrina 1 en chiles serranos, muestran una expresion

constitutiva que se ve claramente aumentada como respuesta al déficit hidrico.

El chile serrano Panuco acumulé mayores niveles de los transcitos dhnl como

respuesta al déficit hidrico.
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IV. CONCLUSIONES

Los transcritos para la dehidrina 1 en chiles serranos, muestran una expresion

constitutiva que se ve claramente aumentada como respuesta al déficit hidrico.

El chile serrano Panuco acumulé mayores niveles de los transcitos dhnl como

respuesta al déficit hidrico.

La dehidrina 1 puede ser usada como marcador molecular de estrés por déficit

hidrico.
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