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RESUMEN

Las plantas por su naturaleza sésil, se encuentran expuestas a diferentes agobios
ambientales a lo largo de su ciclo de vida, por lo que han desarrollado un conjunto de
estrategias que les permiten adaptarse. Los capsaicinoides son compuestos de gran interés,
responsables de la sensacion de picor de los frutos del género Capsicum y cuya funcion
bioldgica estd asociada con la proteccion contra la herbivoria y el ataque de patégenos. Por
esta razon, es necesario conocer los posibles efectos de estas sustancias sobre el desarrollo
de las plantas con el fin de vislumbrar su potencial biotecnologico.

En el presente trabajo se caracterizaron los efectos del capsaicinoide sintético N-vanillil-
octanamida en el desarrollo del sistema radicular y la sefializacion auxinica de Arabidopsis
thaliana. Los resultados muestran una induccion en la formacion de raices laterales, asi
como efectos de hormesis sobre el crecimiento de la raiz primaria en donde las
concentraciones bajas (7 a 14 pM) promueven su crecimiento, mientras que
concentraciones altas (>21 uM) lo disminuyen. La inhibicion del crecimiento de la raiz
primaria resulta de la perdida de la actividad proliferativa en el meristemo apical de la raiz
y correlaciona con una disminucion en la sefializacion auxinica. Al inducir la acumulacion
de auxinas en el nicho de células madre mediante el uso de lineas transgénicas y mutantes
de Arabidopsis que sobreexpresan genes relacionados con la biosintesis de estas hormonas
y que carecen de genes de trasportadores de auxinas respectivamente, asi como por la
aplicacion de auxinas y sus precursores de manera exdgena (IAA, NAA, NPA vy
Triptéfano), se observd la reversion del efecto inhibitorio ocasionado por la N-vanillil-
octanamida. Los resultados anteriores sugieren un antagonismo del capsaicinoide sobre la

homeostasis de las auxinas en la raiz.

Palabras clave: Capsaicinoides, bioactividad, auxinas, meristemo, homeostasis celular.
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ABSTRACT

Plants by their sessile nature, are exposed to different environmental stressors throughout
their life cycle, so they have developed a set of strategies that allow them to adapt.
Capsaicinoids are compounds of great interest, responsible for the pungent sensation of
fruits of the genus Capsicum and whose biological function is associated with protection
against herbivory and attack by pathogens. For this reason, it is necessary to know the
possible effects of these substances on the development of plants in order to glimpse their

biotechnological potential.

In the present work, the effects of the synthetic capsaicinoid N-vanillil-octanamide on the
development of the root system and auxin signaling of Arabidopsis thaliana were
characterized. The results show an induction in the formation of lateral roots, as well as
hormesis effects on the growth of the primary root where low concentrations (7 to 14 uM)
promote its growth, while high concentrations (>21 uM) decrease it. Inhibition of taproot
growth results from loss of proliferative activity in the root apical meristem and correlates

with disrupted auxin signaling.

By inducing the accumulation of auxins in the stem cell niche through the use of transgenic
Arabidopsis lines that overexpress genes related to the biosynthesis of these hormones and
mutants related to the auxins transport genes, as well as by the application of auxins and
their precursors (IAA, NAA, NPA and Tryptophan) exogenously, the reversal of the
inhibitory effect caused by N-vanillil-octanamide was observed. The above results suggest

an antagonism of capsaicinoid on auxins homeostasis in the root.

Key words: Capsaicinoids, bioactivity, auxins, meristem, cell homeostasis.
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INTRODUCCION

Las plantas son organismos esenciales en los ecosistemas, ya que forman la base de las
cadenas troficas como productores primarios y, ademas, proporcionan oxigeno y una gran
variedad de materias primas y recursos para el ser humano (Hui, 2012). Cumplen su ciclo
de vida ancladas a un sustrato y su supervivencia depende en gran medida de su capacidad
para responder adecuadamente y adaptarse a los diferentes estimulos de su entorno, los
cuales pueden dividirse en bidticos o abidticos (Benkova et al., 2016; Zadnikova et al.,
2015).

Los agobios (estimulos negativos) de tipo abidtico, son todos aquellos que no son
ocasionados por organismos Vivos, entre los que se incluyen factores como granizadas,
sequia, salinidad, metales, pH extremoso, escasez de nutrientes etc., mientras que los de
tipo biotico incluyen el ataque de plagas, depredadores y patdgenos (He et al., 2018; Imran
et al., 2021; Igbal et al., 2021). Las adaptaciones de las plantas a factores bioticos incluyen
la produccion de metabolitos secundarios, sustancias producidas como parte del
metabolismo regular de las células, que no son vitales para la supervivencia, pero que
tienen funciones adaptativas importantes, como favorecer relaciones simbidticas, evitar la
depredacion, proteccién contra enfermedades, ventajas en la competencia contra otros
organismos Yy resistencia ante factores fisicos, quimicos y bioldgicos. Estas moléculas
pueden clasificarse en fenilpropanos, acetogeninas, terpenoides, alcaloides y esteroides
(Pang et al., 2021; Suryawanshi y Vidyasagar, 2016: Wahyuni et al., 2013).

Los capsaicinoides son metabolitos secundarios de naturaleza alcaloide producidos por las
plantas del género Capsicum, su potencial biotecnoldgico se asocia a la pungencia que
presentan estos compuestos, con aplicaciones como antifingicos, antimicrobianos,
antitumorales, antiinflamatorios, antioxidantes, analgesicos, para la pérdida de peso y como
aditivo alimenticio, siendo esta ultima la mas popular (Arce-Rodriguez y Ochoa-Alejo,
2019; Costa et al., 2022). Su produccion y funcion en las plantas se ha demostrado como
proteccién contra depredadores y patdgenos, adicionalmente se ha sugerido como un

mecanismo de alelopatia contra diferentes especies vegetales, sin embargo, este fendmeno



no se ha descrito de manera precisa. Estudios recientes muestran bioactividad en plantas,
particularmente, en el desarrollo del sistema radicular y en la germinacion de las semillas
(Rezendes-Naves et al., 2019). Sin embargo, los mecanismos que subyacen a su actividad

bioldgica se conocen muy poco.

El sistema radicular es de vital importancia para la supervivencia, en diversas especies esta
conformado por una raiz primaria que es el eje principal de crecimiento, y de la cual se
forman las raices laterales y pelos radiculares para establecer un sistema de anclaje,
exploracion y absorcion de agua y nutrientes; y su crecimiento y desarrollo esta sostenido
por procesos de division, elongacion y diferenciacidn para dar lugar a los diferentes tejidos
(Campbell y Reece, 2005; Ryan et al., 2016).

Diferentes factores de estrés, particularmente los que se encuentran asociados al sustrato
como la disponibilidad de nutrientes, de agua, la salinidad, la presencia de metales pesados,
la acidez o alcalinidad, asi como organismos patdgenos en la rizosfera, impactan de manera
negativa el desarrollo del sistema radicular afectando el crecimiento y su ramificacion (Gull
et al., 2019). Los ajustes en la arquitectura de la raiz ocurren mediante mecanismos
dependientes de las rutas de sefializacion de hormonas vegetales, siendo las auxinas una de
las hormonas que influyen directamente sobre la proliferacion, elongacion y diferenciacion
celular (Motte et al., 2019A; Pirelli et al., 2010; Su et al., 2011).

La ruta de sefializacion de las auxinas ha sido ampliamente estudiada, en ella participa una
gran cantidad de componentes incluyendo proteinas de sintesis, de transporte, de
percepcion, efectores, represores y blancos de regulacion, que actan de manera coordinada
para conservar los niveles y la homeostasis de esta hormona; los diferentes cambios
genéticos o ambientales que alteren dicha homeostasis resultan en respuestas pleiotropicas
frecuentemente negativas en el desarrollo no solo del sistema radicular sino de toda la
planta (Albert, 2008; Lavenus et al., 2013).

En el presente trabajo se caracterizaron los procesos celulares y moleculares inducidos por
el capsaicinoide N-vanillil-octanamida que se llevan a cabo en el meristemo apical de la

raiz y que resultan en su inhibicién del crecimiento en Arabidopsis thaliana, dependientes
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de cambios en la sefializacidn auxinica. Los resultados que se discutiran revelan los niveles
auxinicos necesarios para el mantenimiento de la actividad proliferativa de la raiz primaria
y pueden ser tomados en cuenta para ser aplicados en la adaptacion del desarrollo ante otros

tipos de estrés.

MARCO TEORICO

1. Las plantas

Las plantas son esenciales para el desarrollo de la vida tal y como se conoce actualmente,
siendo de vital importancia para la mayoria de los ecosistemas terrestres, ademas, cumplen
un sinfin de propositos en actividades cotidianas de la sociedad, ya que nos proveen

alimentos, materia prima, combustibles, cosméticos, medicamentos, etc.

Son organismos multicelulares sésiles, es decir, viven anclados a un sustrato teniendo que
adaptarse a las condiciones del entorno durante el ciclo vital (Zadnikova et al., 2015). La
aparente falta de desplazamiento se compensa mediante mecanismos altamente efectivos
para acceder a fuentes nutrimentales, agua y luz, y realizar la fotosintesis (Campbell y
Reece, 2005); esta caracteristica coloca a las plantas en la base de la mayoria de las cadenas
troficas al ser los productores primarios y uno de los principales productores de oxigeno
(Taiz y Zeiger 2006; Hopkins y Huner, 2008; Hui, 2012).

1.1. El desarrollo vegetal

El desarrollo de las angiospermas comienza con la formacion de la semilla, una estructura
que permite resguardar y mantener la integridad del embrién (Han y Yang, 2015); durante
la embriogeénesis, el cigoto, que ha proliferado rapidamente hasta adquirir una estructura
polarizada, genera la raiz y los brotes del follaje (Wang et al., 2021; Goldberg et al., 1994).
Este conjunto de células polarizadas comienza a diferenciarse para establecer los distintos
tipos de células que conformaran a la planta, pudiendo distinguirse futuras ceélulas
epidérmicas en el exterior, tejido fundamental de soporte y tejido vascular (Hardtke y
Berleth, 1998). Posteriormente, el extremo del brote dara lugar a los cotiledones (Armenta-

Medina et al., 2021), después de este proceso el desarrollo del embrion se detiene, y la
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semilla entra en latencia hasta que existan las condiciones propicias para que germine y
comience a desarrollar un nuevo organismo (Han y Yang, 2015; Miransari y Smith, 2014).
Durante la germinacion, el embrion emerge de la semilla, esto provocado por la hidrolisis
de acido abscisico (ABA), la hidratacion de las células y la ruptura de la testa, permitiendo
la emergencia de la raiz, posteriormente la activacion de la mitosis en el brote dara lugar a
los tallos y hojas (Alberts et al., 2002; Weitbreht et al., 2011; Vu y De Smet, 2016).
Mientras la raiz se abre paso a través del sustrato, el brote influenciado por sefales
ambientales abre los cotiledones, el meristemo se activa por la presencia de la luz, se
forman las primeras hojas y comenzar el proceso de fotosintesis (Alberts et al., 2002;
Kramer, 2015; Réthore et al., 2019). Cuando la planta es fotosintéticamente activa, genera
biomasa y almacena los carbohidratos necesarios antes de iniciar el proceso reproductivo

una vez se alcance la fase adulta.

1.1.1. El sistema radicular

El sistema radicular da sostén a los tejidos fotosintéticos, permite el anclaje, absorbe y
almacena nutrientes minerales y agua, lo que lo convierte en un drgano fundamental para el
desarrollo de las plantas (Cambell y Reece, 2005). El crecimiento del sistema radicular
comienza con la formacion de la raiz, eje central de crecimiento que sera la base para la
formacion del resto del sistema, y que incluye diferentes regiones: Meristemo, zona de
elongacion, zona de maduracién y zona de diferenciacion (Figura 1; Bargmann et al.,
2013; Lee et al., 2012). Las células del meristemo pueden completar varios ciclos de
division hasta entrar en un proceso de transicidén, para posteriormente inducirse la
elongacion celular y diferenciarse completamente (van den Berg et al., 1997; Motte et al.,
2019A).

La ramificacion del sistema radicular esta dada por el establecimiento de raices laterales
que se forman a partir de la raiz primaria o de ejes de crecimiento preexistentes cuyo inicio
se induce en las celulas del periciclo (Motte et al., 2019B; Hetherington y Dolan, 2018).
Estas ramificaciones permiten la exploracion del sustrato, por lo tanto, amplian la zona de

captacion de nutrientes y agua al cubrir una mayor area. Finalmente, los pelos radiculares



son estructuras celulares que se forman por procesos de diferenciacion de las células
epidérmicas denominadas tricoblastos que fisicamente estan en contacto con dos células
corticales (Vissenberg et al., 2020). Su funcidn principal es aumentar el area superficial de

la raiz y en consecuencia el area de contacto que tiene la planta con el sustrato.
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Figura 1. Estructura celular de la raiz primaria de Arabidopsis thaliana. A) Zonas de
crecimiento y desarrollo. B) Lineas celulares que conforman la raiz primaria, del lado
izquierdo se muestra una representacion de un corte lateral de la raiz y del lado derecho un
corte transversal (Bargmann et al., 2013).

2. Reguladores del desarrollo (fitohormonas)

Las fitohormonas regulan diferentes procesos de desarrollo. Estas incluyen a las auxinas,
citocininas, giberelinas, &cido abscisico, etileno, brasinoesteroides, salicilatos, jasmonatos y
estrigolactonas (Figura 2). En conjunto, estos compuestos potencian los procesos que
conducen al crecimiento vegetativo, la reproduccién, la senescencia, y respuestas ante el
estrés (Yamaguchi et al., 2010; Mukherjee et al., 2022).



El desarrollo del sistema radicular depende de la funcién de las auxinas y las citocininas.
Las auxinas inducen procesos proliferativos y la expansion celular, mientras que las
citocininas inducen procesos de diferenciacion relacionados a la respuesta ante el estrés
(Lee et al., 2012). Otras fitohormonas, pueden influir sobre la homeostasis y sefializacion

causando cambios en los programas de desarrollo (Albert, 2008; Lavenus et al., 2013).
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Figura 2. Principales reguladores del crecimiento vegetal. Se muestran las estructuras
quimicas de los diferentes compuestos.

2.1. Via de sefalizacion auxinica

El acido indol-3-acético (AIA) es la principal auxina sintetizada por las plantas. Esta
hormona se sintetiza a partir de diferentes vias, siendo las principales dependientes del
aminoacido triptéfano. Sus efectos mas notorios incluyen la estimulacion de la formacion
de raices laterales y pelos radiculares y un acortamiento de la raiz primaria (Fukui y
Hayashi, 2018).

La biosintesis, degradacion, transporte y sefializacion son componentes importantes en la

homeostasis de auxinas, la alteracion de alguno de estos procesos conduce a una



desregulacién de los procesos mediados por esta fitohormona, por ejemplo, deficiencias en
el crecimiento y ramificacion de la raiz se han observado en plantas mutantes que tienen
una delecion o alteracién en algun gen importante relacionado con estos procesos (Zhang et
al., 2022; Brumos et al., 2018).

Aunque existen diferentes vias y elementos involucrados en la sintesis de auxinas, una de
las principales vias dependientes de triptéfano involucra a las proteinas de biosintesis
TAAL (Brumos et al., 2018) y proteinas YUCCA (Cao et al., 2019), ya que se ha
observado que al inhibir de forma particular esta via, se tienen efectos severos sobre el
desarrollo de las plantas (Mashiguchi et al., 2011; Brumos et al., 2018). Una vez
sintetizado el acido indol acético, este cumple su funcion dentro de la misma célula o es
exportado a otros tejidos por medio de proteinas de transporte, como canales de eflujo
(proteinas PIN y ABCB) y canales de influjo (proteinas AUX/LUX) (Zazimalova et al.,
2010). La union de las auxinas a sus receptores (TIR1 principalmente) inicia el proceso de
sefializacion, formando el complejo de ubiquitinacion SCF AFB/TIR1, que marca a los
represores transcripcionales AUX/IAA para ser degradados por medio del proteasoma,
liberando a los factores transcripcionales de respuesta auxinica ARF que regulan la
expresion de genes de respuesta a auxinas involucrados en los diferentes procesos
regulados por esta hormona (Lavenus et al., 2013). Finalmente una vez que las auxinas
cumplieron su funcién es necesario inactivarlas para que no generen una respuesta
exacerbada, que llevaria a la intoxicacion de la planta como se ha observado en los
mecanismos de accién de algunos herbicidas como el acido 2,4-diclorofenoxiacetico, el
cual no puede ser metabolizado e inducen una sobre activacion de la via auxinica, para esta
inactivacion es necesaria la presencia de proteinas como GH3 (Fukui et al., 2022) y DAO1
(Hayashi et al., 2021) las cuales impiden que el &cido indol acético se una al receptor TIR1,
impidiendo que se desencadene la via de sefializacién (Figura 3; Fukui y Hayashi, 2018;
Zhang et al., 2022).
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Figura 3. Elementos involucrados en la respuesta auxinica. Se muestran elementos de

IA/

biosintesis, inactivacion, transporte y sefializacion auxinica y la zona de la célula donde

estos cumplen su funcién (Zhang et al., 2022).

2.1.1. Homeostasis de auxinas

La homeostasis consiste en el balance entre biosintesis y degradacién. La biosintesis de
auxinas se lleva a cabo en el citosol de las células de los meristemos para después ser
transportadas para su distribucion en la planta. Anteriormente, se pensaba que la biosintesis
de las auxinas ocurria exclusivamente en los brotes y desde alli se distribuian al resto de
tejidos, sin embargo, en la actualidad se sabe que la sintesis en los brotes tiene poca
influencia en las raices y que es crucial que se sinteticen en estas Ultimas para que se lleve
el correcto desarrollo del sistema radicular (Brumos et al., 2018). En la raiz primaria y en
las raices laterales, las células que se encuentran alrededor del centro quiescente sintetizan

auxinas, y su distribucion a los diferentes tejidos ocurre por medio de los canales de eflujo



(PIN) e influjo (AUX/LAX) que se localizan en las membranas, desde el nicho de células
madre hacia la columela para posteriormente ascender a través de la cofia, la capa lateral y
la epidermis hasta la zona de transicion del meristemo basal muy cerca de la zona de
elongacion donde hay un reflujo de auxinas hacia la punta de la raiz a través de los haces
vasculares (Figura 4) (Leyser, 2005; van Berkel et al., 2013). Es importante mencionar que
donde ocurre el reflujo se forma otro maximo de auxinas, lo que permite inducir procesos
como el “waving” o el “priming” para la formacion de raices laterales. Si esta homeostasis
no ocurre de forma ordenada y coordinada, los procesos de formacion de la raiz primaria no
se llevan a cabo de manera adecuada, produciendo fenotipos aberrantes que impiden el

desarrollo de las plantas (Rosquete et al., 2012).

Transporte de
PN .
auxinas del
Zo%l’a de NS sistema aéreo
elongacion celular
> <
L I
A A \
\ Recirculacion de
" auxinas dependiente
de PIN
Zona de division /
celular
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capa periférica de
la raiz .
) Nicho de
Il células fuente
Columela Maximo de auxinas

Figura 4. Transporte polarizado de auxinas. Se muestran el sitio de biosintesis de las
auxinas el cual se encuentra alrededor del QC en las células iniciales de los diferentes
tejidos para posteriormente ser transportadas hacia la columela y ascender en forma de
cascada invertida hacia la zona de transicion. Finalmente existe un reflujo de auxinas hacia
el centro quiescente (Leyser, 2005).

3. Factores que afectan el desarrollo de las plantas

Existen diferentes factores ambientales que impactan de manera positiva 0 negativa en el

desarrollo vegetal. Aquellos que afectan el desarrollo de las plantas también conocidos
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como factores de estrés, pueden generar una condicion de crecimiento adversa, por lo tanto
el esfuerzo de la planta aumenta para desencadenar un conjunto de respuestas adaptativas
que le permitiran ser resiliente a dicho estimulo o bien producir efectos como un déficit de
crecimiento, reproduccion y produccion de cultivos, dafio permanente o incluso la muerte
de la planta si el agobio supera el limite de tolerancia o capacidad adaptativa del organismo
(Verma et al., 2016).

Estos factores pueden clasificarse, dependiendo de su origen, en factores bidticos y
abiodticos (Mosa et al., 2017). El estrés abidtico es producido por aquellos factores
ambientales comdnmente relacionados con condiciones climéticas o nutrimentales, aunque
en estos también se engloban a los producidos por la accion humana (Kranner et al., 2010).
Un desequilibrio en la temperatura, niveles de agua o humedad, radiacién, viento,
tropismos, distribucion de nutrientes, salinidad y pH o la presencia de obstaculos y

contaminantes son considerados agobios abidticos (He et al., 2018; Imran et al., 2021).

Si bien las plantas no pueden escapar ante estos estimulos poseen una serie de respuestas
que les permiten tolerarlos (Mosa et al., 2017; Zhang et al., 2020). Gran parte de las
respuestas de las plantas a las situaciones de estrés estan mediadas de manera fina por rutas
de sefializacion hormonal. Por ejemplo. se ha observado una acumulacion de &cido
abscisico para tolerar condiciones de sequia, en conjunto con otras hormonas como el
etileno, las citocininas y las auxinas (Rowe et al., 2016); condiciones de estrés osmotico y
salino disminuyen los niveles de auxinas y giberelinas (Valenzuela et al., 2016; Shani et
al., 2017); el estrés oxidativo altera la distribucién de los transportadores de auxinas (Su et
al., 2016), mientras que tratamientos con brasinoesteroides o acido abscisico incrementan
los niveles de peroxido de hidrogeno mientras que disminuyen los niveles de anion
superoxido. Por otro lado, tratamientos con el precursor de etileno ACC incrementan el
estrés oxidativo por el anion superoxido (Lv et al., 2018; He et al., 2012); hormonas como
las auxinas, el etileno, el &cido salicilico, las citocininas, el acido jasmoénico y abscisico

participan en la regulacién de procesos de tolerancia al estrés por metales pesado.

Con la participacion de las vias hormonales, se ha reportado la produccion de metabolitos

secundarios como respuesta a estrés, muchos de ellos inducen adaptacién del desarrollo de
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la planta ante la deficiencia de nutrientes, a toxicidad por metales, asi como en la defensa

contra pestes.

4. Metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios son un grupo de sustancias producidas por los organismos a
partir de productos de vias metabdlicas primarias y suelen ser exclusivos de cada
organismo o familia de organismos, por lo que les brinda una forma diferente de adaptarse
respecto a otros. Son comunmente moléculas pequefias de diferente naturaleza quimica
clasificandose en fenilpropanos, acetogeninas, terpenoides, alcaloides y esteroides
(Sepulveda-Jiménez et al., 2003; Facchini et al., 2001). A pesar de no tener una funcion
vital, desempefian funciones que confieren adaptabilidad, por lo que se ha encontrado que
su sintesis se induce ante los diversos tipos de estrés (Sepulveda-Jimenéz et al., 2003;
Sierra-Sarmiento et al., 2018). Entre las funciones que pueden tener los metabolitos

secundarios se encuentran:

e Favorecer relaciones simbioticas.

e Evitar la depredacion.

e Proteccion contra enfermedades.

e Ofrecer ventajas en la competencia con otros organismos similares por la obtencion
de recursos.

e Resistencia ante factores fisicos, quimicos y biolégicos.

Las plantas producen una serie de metabolitos secundarios que proporcionan resistencia
contra las plagas y los depredadores (Sepulveda-Jiménez et al., 2003). Estas sustancias,
muchas veces son secretadas en una mezcla compleja, como los aceites esenciales y son
transportadas hacia el sitio donde se infecta la planta; muchos otros son producidos en
organos clave impidiendo que el patdgeno llegue a esa zona, permitiendo salvaguardar su
integridad y asi poder continuar su desarrollo y/o reproduccién (Sierra-Sarmiento et al.,
2018).
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Por mucho tiempo se desconocio la importancia de estas sustancias, ya que se consideraba
que eran solo productos de desecho del metabolismo primario, pero debido a la infinidad de
funciones y ventajas que ofrecen, se ha generado un gran interés para emplearlos como

medicamentos, antibidticos, insecticidas, herbicidas, etc.

4.1. Capsaicinoides

Los capsaicinoides son metabolitos secundarios de naturaleza alcaloide (Compuestos
nitrogenados derivados de los aminoécidos) que se encuentran en los frutos de las plantas
del género Capsicum y que son responsables del sabor picante del chile (Figura 5; Cedron,
2013). Los principales capsaicinoides producidos naturalmente son la capsaicina y la
dihidrocapsaicina, que ocupan el 90% de la produccién de capsaicinoides en el chile, pero
se conocen mas de 20 compuestos cuya estructura varia principalmente en el nimero de
carbonos de la cadena hidrofobica y sus insaturaciones, aunque también pueden existir
variaciones en el tipo de ramificaciones que posee la vanillilamina (parte aromética unida
mediante un enlace amida a la cadena hidrofébica), lo que le da a cada capsaicinoide
variaciones en sus caracteristicas, como la pungencia, que es la capacidad que tienen estas
sustancias para causar la sensacion de picor y ardor caracteristica al consumir chile (Reyes-
Escogido et al.,, 2011; Chen et al., 2019; Rezende-Naves et al., 2019). Todos los
capsaicinoides son amidas sintetizadas a partir de la condensacién enziméatica de
vanillilamina y acidos grasos de diferentes longitudes, lo que da como resultado una
molécula compuesta por un grupo aromatico que esta unido por un enlace amida a una
cadena hidrofoba (Figura 6) (Vazquez-Flota et al., 2007). Aunque se han encontrado
capsaicinoides en diferentes partes de la planta, como las hojas y el tallo, estos se producen
en la placenta del fruto, principalmente (Estrada et al., 2002).
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Figura 5. Biosintesis de capsaicinoides. Los capsaicinoides se sintetizan en las glandulas
cerca de la placenta a partir de dos vias, la via fenilpropanoide que inicia en los plastos y
termina en el citosol, resultando en la formacion de vainillilamina; por otro lado, la via de
acidos grasos de cadena ramificada que se lleva a cabo entre los plastos, mitocondria y
citosol y resultando en la formacion de 8-metil-6-nonenoil-CoA. Finalmente, los
compuestos resultantes se condensan en el citosol mediante la accion de la enzima
capsaicinoide sintasa formando los capsaicinoides, los cuales varian principalmente en su
estructura por la longitud del acido graso del que estan formados (Rezende-Naves et al.,
2019).

4.1.1. Funcidn bioldgica de los capsaicinoides

La pungencia es una sensacion de ardor o quemadura al consumir capsaicinoides, por lo
cual se ha sugerido que sus funciones en el entorno natural son de repeler a depredadores y
plagas (Caterina et al., 1997; Xing et al., 2006; Sharma et al., 2013; Clark et al., 2016; Yan
et al., 2018; Arce-Rodriguez y Ochoa-Alejo, 2019; Rezende-Naves et al., 2019). La
pungencia de un chile dependera de los tipos de capsaicinoides que se producen por la
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influencia de varios factores, tales como: la especie del chile, la cantidad de humedad
ambiental y la temperatura, sin embargo, la capsaicina y dihidrocapsaicina son los
compuestos que tienen mas picor y los mayormente producidos (Haak et al., 2012; Chen et
al., 2019). Las variaciones en las estructuras de los capsaicinoides producen cambios en la
pungencia, siendo los capsaicinoides con longitudes de la cadena alifatica mas cercanas a la
capsaicina y méas cortos los que poseen los valores méas altos de pungencia, conforme la
longitud de esta cadena se aleja de la longitud de la capsaicina la pungencia disminuye
(Figura 6; Chen et al., 2019). En diferentes industrias se han llevado a cabo varios estudios
para encontrar aplicaciones para estos compuestos. Se ha observado que los capsaicinoides
tienen varias propiedades antiinflamatorias (Spiller et al., 2010), antitumorales (Chapa-
Oliver y Mejia-Teniente, 2016), antioxidantes y analgésicas (Antonious, 2018) y
propiedades que ayudan a la pérdida de peso (Varghese et al., 2016), lo que las convierte en
moléculas de gran interés farmacoldgico, ademas de ser muy utilizadas como aditivo

alimentario debido a su caracteristico sabor (Lu y Cui, 2019).

De forma natural se ha observado que los capsaicinoides protegen a las plantas contra las
infecciones fungicas, disminuyendo el grado de la infeccién o impidiendo la colonizacion
de la planta por el patégeno (Costa et al., 2022; Tewksbury et al., 2008; Vazquez-Fuentes
et al., 2021). Se sabe que las plantas del género Capsicum manifiestan un efecto alelopatico
sobre otras plantas impidiendo que se desarrollen de una forma adecuada alrededor de
estas, sin embargo, este efecto no se ha atribuido a los capsaicinoides. Adicionalmente, se
ha intentado averiguar qué tipo de efecto pueden inducir los capsaicinoides al ser aplicadas
de forma exdgenas sobre diferentes cultivos de interés, encontrando que pueden tener
efectos sobre algunas etapas de desarrollo como la geminacién de las semillas, sin
embargo, el mayor efecto observado recae sobre el desarrollo del sistema radicular, donde
los capsaicinoides inducen un efecto de hormesis en donde a concentraciones bajas
promueven un mejor desarrollo y en concentraciones altas lo inhiben, esto abre la puerta a
pensar que estas sustancias acttan regulando de manera muy fina diferentes aspectos del
desarrollo en el sistema radicular que hasta el momento no han sido explorados
(Barchenger y Bosland, 2016; Arin y Arabaci, 2019; Wang et al., 2020).
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Figura 6. Estructuras de distintos capsaicinoides y variaciones en el grado de
pungencia. El grado de pungencia se mide en unidades Escobille (Chen et al., 2019).
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ANTECEDENTES

Recientemente, con la finalidad de conocer el efecto antifingico de un capsaicinoide
sintético (N-vanillil-octanamida) y compararlo con la capsaicina (Figura 7), se evalto su
capacidad para inhibir el desarrollo de hongos fitopatdgenos, asi como su capacidad de
proteger a las plantas y frutos de jitomate y aguacate contra la infeccion producida por B.
cinerea y C. gloeosporioides, respectivamente (Vazquez et al., 2021). Estos resultados
muestran el potencial de N-vanillil-octanamida para coadyuvar en la confrontacion de
infecciones fungicas. Sin embargo, el posible efecto causado por el compuesto sobre el

desarrollo vegetal aun se desconocia.

CH, 0 a

l
0 CH
NH = :

Figura 7. Imagen comparativa de la estructura quimica entre capsaicina y N-vanillil-
octanamida. a) Estructura quimica de la capsaicina. b) Estructura quimica y presentacion
del capsaicinoide N-vanillil-octanamida. La N-vanillil-octanamida posee una cadena
alifatica mas corta, no posee el radical metilo ni el enlace doble.
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A este respecto, estudios incipientes muestran que los capsaicinoides pueden alterar el
crecimiento y desarrollo de las plantas. Uno de estos estudios muestra que al aplicar de
forma exdgena concentraciones altas de capsaicina en chiles no picantes se observaba un
retraso o impedimento en la germinacion de las semillas (Barchenger y Bosland, 2016), lo
que se confirmo en lechuga, berro, alfalfa, hierba de cangrejo, timoteo y raigras, en las
cuales, adicionalmente se observd la inhibicion del crecimiento del hipocétilo y del sistema
radicular (Kato y Tanaka, 2003; Wang et al., 2018). Por otro lado, otros estudios concluyen
que el efecto producido por los capsaicinoides en las plantas no es siempre inhibitorio, sino
que tienen un efecto hormético en el que a concentraciones bajas tienen el potencial de
inducir el desarrollo de plantas de chile, observandose una mejor vitalidad y mejorando el
rendimiento de los frutos (Arin y Arabaci, 2019).

En estudios de nuestro grupo se compararon los efectos de la capsaicina y de la N-vanillil-
octanamida sobre el desarrollo de Arabidopsis thaliana y se encontr6 que ambos
compuestos tienen efectos sobre el desarrollo, principalmente en el sistema radicular y
dependiendo de la concentracion utilizada. Los tratamientos con concentraciones bajas
(<40 uM) de capsaicina inducen el crecimiento de la raiz primaria mientras que dosis altas
(>80 uM) tiene un efecto inhibitorio del crecimiento de la raiz primaria, sin embargo, todas
las concentraciones utilizadas muestran una induccion de la formacion de raices laterales
(Figura 8).
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Figura 8. Efecto de la capsaicina sobre el crecimiento de Arabidopsis thaliana.
Induccion del crecimiento de la raiz primaria respecto al control con una concentracion de
capsaicina de 20 uM (Panel A, B ), no se tienen efectos a 80 uM (Panel C) y se observa la
represion de crecimiento a una concentracion de 160 uM (Panel D) con diferencias
significativas a partir de una ANOVA de una via y valor P=0.001 (Panel E). Por otro lado,
promueve la formacion de raices laterales de forma dosis dependiente (A-D) con
diferencias significativas a partir de una ANOVA de una via y valor P=0.001 (Panel F).

Por su parte, los efectos de la N-vanillil-octanamida son comparables a los de la capsaicina,
pero en dosis menores, siendo inductoras e inhibitorias del crecimiento de la raiz primaria
en concentraciones inferiores y superiores a 10 UM, respectivamente. Por su parte, el efecto
inductor de la ramificacion del sistema radicular se observa en todas las concentraciones
utilizadas (Figura 9). Este fenotipo se asemeja al inducido por tratamientos de auxinas
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exogenas donde se acorta la raiz primaria y se induce la produccion de raices laterales y
pelos radiculares.

o
= =
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Figura 9. Efecto de la N-vanillil-octanamida sobre el crecimiento de la raiz de
Arabidopsis thaliana. Se observa un efecto comparable producido por la capsaicina (Fig.
1), a menor concentracion, mostrando induccion en el crecimiento de la raiz primaria en la
concentracion de 7 uM (Panel A) y diminucion del crecimiento a partir de la concentracion
de 14 puM (Panel B-F). Por otro lado, la formacién de raices laterales aumenta al
incrementar la dosis de N-vanillil-octanamida (Panel H).
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Los resultados anteriores muestran que los capsaicinoides modulan el desarrollo del sistema
radicular de manera dosis dependiente, sin embargo, se desconocen los procesos celulares
inducidos, los mecanismos de sefalizacion involucrados, asi como los blancos de
regulacién molecular que resultan en la modificacion fenotipica de la raiz de Arabidopsis

thaliana y de otras plantas de importancia econdémica.

Este trabajo de tesis se enfoco en caracterizar el efecto que subyace en la inhibicion del
crecimiento de la raiz primaria de plantas de Arabidopsis thaliana bajo tratamientos de N-

vanillil-octanamida.
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JUSTIFICACION

Los capsaicinoides son moléculas que tienen la capacidad de alterar procesos del
crecimiento y desarrollo del sistema radicular en las plantas. Sin embargo, el conocimiento
que tenemos respecto a su actividad en estos procesos y, por tanto, sobre los mecanismos
celulares y moleculares involucrados en la raiz son limitados. De tal manera que la
caracterizacion detallada del efecto de los capsaicinoides, particularmente la N-vanillil-
octanamida, sobre el crecimiento y desarrollo del sistema radicular y los mecanismos de
accion involucrados en mediar dichas respuestas contribuird de manera importante al
conocimiento y aprovechamiento de este tipo de moléculas para su aplicacion en el
mejoramiento de las caracteristicas de las plantas.

HIPOTESIS

La N-vanillil-octanamida modula los cambios en la raiz primaria de Arabidopsis thaliana

regulando la sefializacion hormonal auxinica.

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar los elementos de la via auxinica mediante los cuales el capsaicinoide N-

vanillil-octanamida regula el desarrollo de la raiz primaria de Arabidopsis thaliana.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analizar los procesos celulares meristematicos regulados por la N-vanillil-octanamida.

2. Evaluar los efectos de N-vanillil-octanamida sobre la regulacion de la via de sefializacion

auxinica en el meristemo de la raiz primaria.
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MATERIALES Y METODOS
N-vanillil-octanamida

La N-vanillil-octanamida (N-(4-hidroxi-3-metoxibencil) octanamida; ABX-1), fue donada
por Applied Biotec S.A. de C.V., México. ABX-1 es un producto registrado y patentado
(WO0-2016/171538-Al). A partir del proceso de sintesis bioguimica descrito en la patente,
el capsaicinoide N-vanillil-octanamida se obtiene con un alto rendimiento y pureza (>95%),

confirmado por HPLC y RMN como se describe en Castillo et al., 2007.

Material vegetal y condiciones de crecimiento

Se usaron plantas de Arabidopsis thaliana del ecotipo Columbia 0 (Col-0); las mutantes
pin3, auxl-7, axrl-3, axr4-1, tirl, Ibd16/18, arf7/19, sIrl-1, eirl-1; las lineas
sobreexpresoras 35s pinl, 35S::YUC4; y las lineas transgénicas CycB1::uidA DR5:uidA y

pASA:GUS como se indica a continuacion.

Las semillas fueron desinfectadas con etanol al 70% durante 5 min e hipoclorito de sodio a
20% durante 7 min, finalizando con 5 lavados con agua destilada estéril. Posteriormente,
las semillas fueron sometidas a un proceso de vernalizacion a 4 °C durante dos dias para
finalmente ser utilizadas en los diferentes experimentos. Las plantas fueron sometidas al
tratamiento en diferentes etapas de desarrollo: desde la germinacién y posterior a la
germinacion (Trasplantes).

Las plantas tratadas desde la germinacion se hicieron crecer en medio Murashige-Skoog
0.2x (Murashige-Skoog basal salts mixture, M524; Phytotechnology) esterilizado,
solidificado con fitoagar (Micropropagation Grade-Gracilaria; Phytotechnology) y
suplementado con diferentes concentraciones de N-vanillil-octanamida 0, 7, 14, 21, 28, 35,
42 uM. Las semillas fueron sembradas alineadas en la parte superior de la caja de Petri y
fueron colocadas a 65° respecto de un plano horizontal para favorecer el crecimiento de la
raiz a favor del vector de gravedad. Las plantas fueron incubadas en una camara de
crecimiento Lumistell ICP-55 a 22 °C con un fotoperiodo de 16 h luz/8 h oscuridad y 105
pumol/m? de intensidad luminosa. Después de 12 dias de incubacion se realizé la medicion
de parametros de crecimiento (Longitud de raiz primaria y numero de raices laterales) y un
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analisis histoquimico e histologico. Se usaron todas las concentraciones mencionadas para
la linea silvestre ecotipo Col-0 y las lineas transgénicas CycB1::uidA y DR5:uidA. Para el
resto de lineas mutantes y transgénicas se eligié la concentracién de 35 pM ya que fue
donde se observo el efecto mas representativo. Se incluyd como control medio Murashige-
Skoog suplementado con DMSO en un volumen similar a la concentracion mas alta del

capsaicinoide.

Las plantas tratadas posterior a la germinacion, primeramente, fueron germinadas en medio
Murashige-Skoog 0.2x (Murashige-Skoog basal salts mixture, M524; Phytotechnology)
estéril solidificado con fitoagar (Micropropagation Grade-Gracilaria; Phytotechnology) y se
hicieron crecer a las mismas condiciones anteriormente mencionadas. Después de 5 dias de
crecimiento fueron transferidas al mismo medio, pero en este caso suplementado con el
capsaicinoide a 35 UM y en combinacion con las auxinas acido indol-acético (IAA a 0.01y
0.02 uM), acido naftalen-acético (NAA a 0.1 y 0.05 uM), el bloqueador del transporte de
eflujo auxinico &cido naftilftalamico (NPA a 1y 2 uM) y el precursor auxinico triptofano
(TRP a 100 uM). A los 7 dias en el tratamiento y 5 para la combinacion con triptéfano se
realiz6 la medicion de los parametros de crecimiento y el andlisis histoquimico. Este
proceso se realizd sobre la linea silvestre ecotipo Col-0, las lineas transgénicas
CycBl::uidA, DR5:uidA y las mutantes pin3 y aux1-7 en el caso del triptéfano. Se
incluyeron como controles IAA, NAA, NPA, TRP y DMSO.

Se realizé un segundo ensayo con plantulas trasplantadas sometidas a tratamientos parciales
con el capsaicinoide en donde se colocaron secciones de medio MS 0.2x con el
capsaicinoide a 35 uM y control con DMSO combinadas, estas secciones fueron cortadas
de placas completas de medio con el tratamiento y la condicion control, utilizando un
bisturi y se manipularon en condiciones estériles con ayuda de una espatula y unas pinzas
planas, las secciones se cortaron a una distancia de 2.5 cm desde el borde de la caja Petri y
se mezclaron entre si, para los controles positivo (capsaicinoide 35 pUM) y negativo
(DMSO) unicamente se realizo el corte sin hacer la combinacién. Una vez que se realizaron
las mezclas de los tratamientos se colocaron las plantulas de forma tal que la punta de la

raiz quedara sobre aproximadamente 0.5 mm sobre la seccion de mayor tamafio mientras el
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resto de la planta se colocaba sobre la seccion menor. Posteriormente, se hicieron crecer en

las mismas condiciones anteriormente mencionadas.

Medicidn de la zona de crecimiento y proliferacion celular

Para la medicion de la zona de crecimiento y proliferacion celular se fotografio la raiz
primaria por medio de estereoscopia (Leica MZ6) y microscopia de Nomarski
(Microscopio Leica DM500B). Posteriormente, se cuantifico la longitud de ambas zonas
por medio del programa ImageJ. La zona de crecimiento fue cuantificada desde la punta de
la raiz hasta la zona de maduracion donde se podia apreciar la formacion del primer pelo
radicular. La zona de proliferacion fue cuantificada desde la punta de la raiz hasta la zona
de transicién donde las células de la epidermis comienzan a tener el doble de longitud que

las células iniciales.

Analisis histoquimico e histolédgico

Para el andlisis histoquimico se emple6 la tincién histoquimica de la beta-glucuronidasa

(tincién GUS) y para el andlisis histoldgico se utilizé la tincion con yodo.

Para la tincion GUS se utilizaron las lineas transgénicas CycBl1::uidA, DR5:uidA vy
PASA:GUS las cuales una vez pasado el tiempo en los distintos tratamientos fueron tefiidas
e incubadas a 37 °C en oscuridad durante toda la noche en interaccion con el reactivo X-
Gluc (0.5 mg/mL 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-glucuronido en buffer 100 mM de
fosfato de sodio, pH 7). Una vez transcurrido el tiempo de tincion se realizé un proceso de
clareo incubando las plantas tefiidas a 62 °C en una solucion de HCI 0.24 N en metanol al
20% (v/v) durante 30 min. Posteriormente la solucién fue reemplazada por una solucion de
NaOH al 7% (m/v) en etanol al 60% (v/v) durante 30 min a temperatura ambiente.
Finalmente, las plantas fueron rehidratadas utilizando etanol al 40, 20 y 10% (v/v) y
almacenadas utilizando glicerol 50% (v/v) (Malamy & Benfey, 1997). Para la realizacion
del analisis histoquimico se realizé el montaje de las plantas sobre un portaobjetos con

ayuda de agua destilada. Se realiz6 el anéalisis microscopico de 12 plantas transgénicas por
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tratamiento utilizando microscopia Nomarski por medio de un microscopio Leica
DM500B.

Para las tinciones con yodo se utilizd la linea silvestre Col-0 y aquellas mutantes y
sobreexpresoras que presentaron un efecto diferencial al compuesto respecto a la planta
silvestre, las cuales una vez pasado el tiempo en los distintos tratamientos se sometieron al
proceso de clareo y almacenado en glicerol 50% anteriormente mencionado. Antes de
realizarse los montajes para su analisis en el microscopio, fueron tefiidas mediante una
solucion de yodo comercial (Tintura de yodo (2% I, y Kl); Laboratorios Jaloma) durante 15
sy se elimind el exceso de la tintura utilizando agua destilada. Finalmente, se realizo el

mismo montaje y fueron analizadas por medio de microscopia Nomarski y optica.

Andlisis estadistico

El andlisis estadistico de todos los experimentos se realizé utilizando el software Graphpad
Prism 5 y se corrobor6 utilizando el programa STATISTICA. Todos los experimentos
fueron hechos por triplicado. Los datos obtenidos fueron analizados por medio de una
ANOVA de una via seguido una prueba post hoc de Tukey o una prueba t Student con una
significancia de p<0.01. Todas las gréficas muestran el promedio * el error estandar,
mientras que las letras representan las diferencias estadisticamente significativas entre

tratamientos.
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ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

La N-vanillil-octanamida inhibe el crecimiento de la raiz primaria e induce la

formacidn de raices laterales en Arabidopsis thaliana.

Para determinar el efecto del capsaicinoide en la germinacion y desarrollo temprano se
sembraron plantas de Arabidopsis thaliana ecotipo Col-0 sobre medio de cultivo de
Murashige-Skoog 0.2x suplementado con N-vanillil-octanamida en diferentes
concentraciones y DMSO como control y se observaron los posibles efectos en la
germinacién de las semillas, sin embargo no se encontraron cambios significativos en
ninguna de las concentraciones utilizadas (7, 14 21, 28 y 35 pM), esta observacion
contradice lo reportado en otros trabajos en donde la capsaicina disminuye la tasa de
germinacién de semillas de pimiento y chile a concentraciones de 100 o 500 ppm
(Barchenger y Bosland, 2016; Arin y Arabaci, 2019); asi como en semillas de la hierba de
cangrejo, raigras y zacate thimoty a concentraciones de 4.8, 11 y 22 mM respectivamente
(Kato-Noguchi y Tanaka, 2003). Esta diferencia en el efecto en la geminacién puede
deberse a la variedad de los capsaicinoides, o la variabilidad genética u hormonal de las
plantas analizadas, no obstante, no se descarta que pueda existir una alteracion en la tasa de

germinacion de Arabidopsis thaliana al tratar las semillas con concentraciones superiores.

Con respecto al efecto en el desarrollo de las plantulas tratadas con las concentraciones
mencionadas, nuestros resultados muestran un efecto similar al descrito en otros ensayos en
los cuales la capsaicina, dihidrocapsaicina o extractos de plantas del género Capsicum
sobre plantas de interés agrondémico, donde se inhibe el desarrollo global del sistema
radicular (Kato-Noguchi y Tanaka, 2003; Barchenger y Bosland, 2016; Arin y Arabaci,
2019). Encontramos que la N-vanillil-octanamida produce un efecto de hormesis,
principalmente sobre el sistema radicular de A. thaliana observandose que a
concentraciones bajas de 7 a 14 uM se induce el crecimiento de la raiz primaria; a
concentraciones mayores a 21 pM se inhibe el crecimiento de la raiz primaria llegando a
ser del 39.3% en la concentracion de 28 uM (Figura 10), adicionalmente se observé que la
formacion de raices laterales se incrementa de manera significativa lo cual se refleja en un
incremento en la densidad de raices laterales (Figura 10). Finalmente, la concentracion de

35 UM causa un cese en el crecimiento de la raiz primaria con porcentaje de inhibicion
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relativo a las plantulas en condiciones control del 67.3% (Figura 10 a y b), por su parte, la
formacion de raices laterales se induce, asi como su crecimiento superando incluso la
longitud de la raiz primaria. Si bien los estudios sobre el mecanismo mediante el cual los
capsaicinoides reducen el crecimiento y desarrollo radicular de distintas plantas son
escasos, este efecto de hormesis sobre la raiz ha sido reportado en multiples plantas, por lo

que es de suponer que existe un mecanismo de respuesta comun para que se lleve a cabo.

Con respecto al efecto inhibitorio del crecimiento de la raiz primaria puede depender de un
de una alteracion de la proliferacion celular en el meristemo radicular mientras que la
estimulacion de la formacién de raices laterales puede ser un producto de la perdida de
dominancia apical en la raiz primaria resultando en la activacion de la formacion de raices
laterales para compensar el estrés y mantener la capacidad de absorcion de nutrientes del
sustrato (Kebrom, 2017; Manson et al., 2014).
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Figura 10. Efecto de hormesis producido por la N-vanillil-octanamida sobre el sistema
radicular de Arabidopsis thaliana. a) Crecimiento de plantas de A. thaliana ecotipo Col-0
sobre medio MS suplementado con DMSO como control durante 12 dias; la barra blanca
representa la escala equivalente a 1 cm. b) Longitud de la raiz primaria en los distintos
tratamientos con N-vanillil-octanamida comparados con el crecimiento en condiciones
control. ¢) Densidad de raices laterales producida por la N-vanillil-octanamida en distintas
concentraciones comparadas con la densidad de raices laterales en la condicion control. b) y
c) Las barras representan el promedio + error estandar de 33 plantas, las letras indican las
diferencias estadisticas determinadas a través de ANOVA y un analisis post-hok de Tukey
(P<0.01).
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De manera complementaria se realizd una modificacion en el tiempo de exposicion a la N-
vanillil-octanamida con la diferencia al experimento anterior que primero se germinaron las
semillas y se dejaron crecer las plantulas durante 5 dias en medio MS 0.2x, posteriormente
se trasplantaron a cajas con medio MS 0.2x suplementadas con DMSO como control o con
7,14, 21, 28 y 35 uM de N-vanillil-octanamida, los resultados obtenidos muestran efectos
semejantes en la inhibicion del crecimiento de la raiz primaria y la induccion en la
formacion de raices laterales de manera dosis dependiente (Figura 11 a, b y c). De manera
diferencial el crecimiento a concentraciones de 7 y 14 uM no se induce mientras que a 35

MM la raiz primaria crece unicamente unos milimetros (Figura 11 a, by c).
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Figura 11. Efecto de la N-vanillil-octanamida sobre el sistema radicular de plantulas
de Arabidopsis thaliana trasplantadas. a) Fotos representativas de plantulas de A.
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thaliana ecotipo Col-0 7 dias posterior al trasplante sobre medio MS suplementado con
DMSO como control, asi como a las concentraciones indicadas de N-vanillil-octanamida; la
barra blanca representa la escala equivalente a 1 cm. La linea negra horizontal indica el dia
0 post trasplante. b) Longitud de la raiz primaria en los distintos tratamientos con N-
vanillil-octanamida comparados con el crecimiento en condiciones control. ¢) Numero de
raices laterales producida por la N-vanillil-octanamida en distintas concentraciones
comparadas con el nimero de raices laterales en la condicién control. b) y c) Las barras
representan el promedio * error estdndar de 33 plantas, las letras indican las diferencias
estadisticas determinadas a través de ANOVA y un analisis post-hok de Tukey (P<0.01).

Adicionalmente, se puede observar la diminucion del crecimiento del follaje de las
plantulas, sin embargo, esto se puede deber al efecto sobre el sistema radicular afectando el
correcto crecimiento y desarrollo del follaje, esto concuerda con algunos de los estudios
realizados en trabajos previos por nuestro grupo, donde al aplicar el capsaicinoide por
medio de aspersion sobre las hojas de tomate estas no presentaban una disminucion en su
tamafio o sefiales de dafio ocasionadas por el compuesto (Vazquez et al., 2021), sin
embargo, este mecanismo localizado en el sistema radicular se explorard con mas detalle
posteriormente. Tomando como referencia que el mayor efecto observable se encuentra
dirigido hacia el sistema radicular, este trabajo se centré en caracterizar los efectos

producidos en este sistema.

Mediante un anélisis magnificando la raiz primaria en un microscopio estereoscopico se
observo que la zona de crecimiento de la raiz (zona de proliferacion, zona de transicion,
zona de elongacion) generalmente contenida entre la region apical de la raiz y el primer
abultamiento que evidencia de la formacion de los pelos radiculares en la zona de
diferenciacion, se observé que la zona de crecimiento disminuye de manera dosis
dependiente por la N-vanillil-octanamida donde en condiciones control tiene una longitud
promedio de los 837.5+105.8 um mientras que a 35 UM esta zona alcanza unos
506.17+£140.1 um (Figura 12 a 'y b). La formaciéon de pelos radiculares hacia el apice de la
raiz sugiere el desplazamiento de la zona de diferenciacion por la posible disminucion de la
proliferacion en el meristemo de la raiz lo que resultaria en el cese del crecimiento de la

raiz primaria por agotamiento meristematico.
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Figura 12. La N-vanillil-octanamida reduce la longitud de la zona meristematica y de
elongacion de la raiz primaria de A. thaliana. a) Efecto de la N-vanillil-octanamida sobre
la longitud de la zona de crecimiento de la raiz primaria de plantas de 12 dias de edad
observadas por medio de microscopia tomada con estereoscopio con aumento de 1.5 veces.
Las flechas muestran el inicio de la zona de diferenciacion marcada por la aparicion de
pelos radiculares; la barra blanca indica la escala equivalente a 500 um. b) Longitud de la
zona de crecimiento de la raiz primaria expuesta a los distintos tratamientos de N-vanillil-
octanamida (7, 14, 21, 28 y 35 uM) y DMSO como control. Las barras representan el
promedio * error estdndar de 15 plantas, las letras indican las diferencias estadisticas
determinadas a través de ANOVA y un analisis post-hok de Tukey (P<0.05).
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La N-vanillil-octanamida inhibe la proliferacion celular y la respuesta auxinica en el

meristemo de la raiz primaria de Arabidopsis thaliana.

La actividad mitética del meristemo de la raiz primaria y por lo tanto su crecimiento esta
regulado principalmente por las auxinas (Lavenus et al., 2013; Nam et al., 2012; Wang et
al., 2021). Se realizaron andlisis microscépicos detallados enfocados en evaluar la actividad
mitotica del meristemo mediante la linea reportera de proliferacion celular CycB1::uidA, en
la cual la expresion de la beta glucoronidasa esta bajo influencia del promotor del gen
ciclina bl de la planta, la cual comienza su expresion en los ultimos momentos de la fase
G2 del ciclo celular y que tiene como pico maximo de expresion durante la mitosis. Los
resultados muestran que la N-vanillil-octanamida disminuye la expresion de CycB1::uidA
de manera dosis dependiente hasta inhibirse por completo en la concentracion de 35 uM

(Figura 13a, paneles superiores).

Posteriormente, se evalud la actividad auxinica mediante la linea reportera inducible por
auxinas DR5::uidA la cual consta de un promotor constitutivo sintético de respuesta
auxinica unido a la region codificante de la B-glucuronidasa, dicho promotor responde a los
factores transcripcionales ARF, por lo que en presencia de auxinas se activa la via de
sefializacion y la produccion de la B-glucuronidasa. Los patrones de tincion azul que
resultan de la actividad de la beta glucoronidasa indican que la respuesta auxinica
disminuye a partir de la concentracién de 21 uM de N-vanillil-octanamida, sin embargo, no
se inhibe por completo a la concentracion de 35 puM, por tanto, la N-vanillil-octanamida
induce un aparente estado quiescente en el meristemo de la raiz, reduciendo la actividad
auxinica a un nivel minimo, que correlaciona con la inhibicion de la actividad mitotica y

del crecimiento de la raiz primaria (Figura 13a, paneles inferiores).

Adicionalmente, al determinar cuantitativamente el tamafio de la zona meristemética, se
observo que la N-vanillil-octanamida disminuye la extension de la zona de proliferacion de
la raiz primaria hasta un 67.77% para la concentracion de 35 uM (Figura 13b), esto
correlaciona con lo observado en el crecimiento de la raiz primaria y con la tasa de mitosis
evidenciada por el marcador CycB1::uidA, demostrandose que el efecto del capsaicinoide
sobre el crecimiento de la raiz primaria ocurre al restringir los procesos de proliferacion

celular.
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Figura 13. Inhibicion de la actividad mitotica y respuesta auxinica producida por la
N-vanillil-octanamida. a) Efecto de la N-vanillil-octanamida sobre plantas de 12 dias de
edad de la linea transgénica marcadora de proliferacién celular CycB1::uidA (parte
superior) y la linea transgénica marcadora de respuesta auxinica DR5::uidA (parte inferior)
observados por medio de tincion histoquimica de GUS y microscopia de Nomarski en un
aumento de 20 veces; la barra blanca representa la escala equivalente a 100 pum. b)
Longitud de la zona de proliferacion cuantificada a partir de la linea transgénica
CycB1l::uidA de plantas tratadas con 28 y 35 UM de N-vanillil-octanamida y DMSO como
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control. Las barras representan el promedio + error estandar de 12 plantas, las letras indican
las diferencias estadisticas determinadas a través de ANOVA y un andlisis post-hok de
Tukey (P<0.01).

La N-vanillil-octanamida altera la homeostasis de auxinas en el nicho de células
iniciales

Los resultados anteriores, muestran que la N-vanillil-octanamida modula procesos
asociados con la via de sefializacion de las auxinas, lo que correlaciona con alteraciones en
los niveles y distribucién de esta hormona. Para profundizar en los mecanismos
involucrados en modular los efectos de la N-vanillil-octanamida se evaluo el efecto de la N-
vanillil-octanamida en 12 mutantes de genes que codifican para proteinas de diferentes
componentes de la sefializacion auxinica. De este escrutinio se encontrd que las plantas
mutantes en pin3 involucrada en el transporte auxinico de eflujo muestran tolerancia al
efecto inhibitorio de la N-vanillil-octanamida sobre el crecimiento de la raiz primaria
inhibiéndose solo un 13.6%, por otro lado, la mutante en un transportador de influjo aux1-7
tiene mayor sensibilidad al N-vanillil-octanamida, ya que se inhibe en un 80% en
comparacion con el 62.6% de inhibicién en Col-0 (Figura 13), es importante resaltar que

estos elementos participan de forma indirecta en los procesos regulados por auxinas.

Por otro lado, aquellas mutantes de elementos que forman parte de la via de sefializacion de
auxinas (elementos directos), no presentaron una respuesta diferencial al compuesto, con
excepcion de la mutante arf7/arfl9, que mostr6 una menor tolerancia a la accion del

compuesto con una inhibicion de 43.39%.

Adicionalmente se encontré que la linea transgénica 35S::YUC4 que sobre expresa a la
proteina YUC4, la cual, es una de las enzimas responsables de la biosintesis de las auxinas
ya que cataliza la reaccion de formacion del acido indol acético (principal auxina de las
plantas) a partir del &cido indol piravico, mostré tolerancia al efecto de N-vanillil-
octanamida sobre el crecimiento de la raiz, inhibiéndose un 22.2% en comparacion con la
planta silvestre Col-0 que se inhibié un 62.6% (Figura 14). En condiciones control
35S::YUC4 sobre produce auxinas en el nicho de células madre, aunado a un incremento de

la sefial auxinica (Munguia-Rodriguez et al., 2020; Cao et al., 2019), indicando que un
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incremento en los niveles de auxinas puede restaurar el fenotipo inducido por la N-vanillil-

octanamida.
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Figura 14. Efecto de la N-vanillil-octanamida sobre el crecimiento de la raiz primaria
sobre lineas mutantes y transgénicas en la sefializacion auxinica. Porcentaje de
inhibicion producido por N-vanillil-octanamida 35 pM comparado con el crecimiento
control de las distintas lineas mutantes y transgénicas; las barras representan el promedio +
error estandar de 15 plantas por linea mutante y transgénica que crecieron en medio MS
0.2x durante 12 dias, las letras indican las diferencias estadisticas determinadas a través de
ANOVA y un analisis post-hok de Tukey (P<0.01).

Analisis fisioldgicos detallados de las mutantes en elementos de transporte auxinico pin3 'y
aux1-7 muestran una respuesta contrastante entre ellas. Por un lado, la linea mutante pin3
mostrd una resistencia, ya que el crecimiento de la raiz primaria Unicamente se inhibié en
un 13.24% en comparacion con las plantas silvestres (Figura 15 a y c¢). Los analisis
histologicos mediante la tincion con lugol que permite discernir la estructura general del
meristemo y la diferenciacion celular en la cofia de la raiz primaria, muestran que los
meristemos de la mutante pin3 conserva una estructura y organizacion comparable con las

plantas crecidas bajo condiciones control ain en las concentraciones de 28 como de 35 uM
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de N-vanillil-octanamida (Figura 15 b). La linea mutante pin3 carece de un trasportador de
eflujo de auxinas de la familia de transportadores PIN-FORMED; la familia de genes que
codifican para dichas proteinas tiene una expresion sumamente localizada, de tal manera
que cada proteina PIN-FORMED se encuentra de forma especifica en diferente tejido
permitiendo de esta forma un transporte polarizado de las auxinas (Michniewicz et al.,
2007; Krecek, et al., 2009; Yang et al., 2019). Especificamente la proteina transportadora
PIN3 se expresa y localiza en las células iniciales de la columnela en el meristemo, y se
caracteriza por ser uno de los primeros transportadores que vierten a las auxinas de su lugar
de produccion el nicho de células madre, por tanto, la presencia de este trasportador permite
iniciar el flujo de manera basipetal en la columela para posteriormente por medio de otros
trasportadores como PIN2 y PIN7 producir un flujo acropetalo en forma de cascada
invertida hacia tejidos superiores donde las auxinas cumpliran funciones como la formacion
de raices laterales y pelos radiculares (Michniewicz et al., 2007; Lavenus et al., 2013;
Leyser, 2005; Ying-Hua et al., 2011). Interesantemente, la mutante eirl-1 que carece de la
proteina PIN2 que se expresa en las células de la capa lateral del meristemo de la raiz y de
la epidermis, no presentd una inhibicion diferencial con respecto a la linea silvestre (datos
no mostrados), lo que resalta la importancia de la proteina PIN3 para el funcionamiento del

meristemo.

Caso contrario, la mutante aux1-7 presentd hipersensibilidad a la accion del compuesto ya
que el crecimiento de la raiz primaria alcanza un 72.32% de inhibicion desde la
concentracion de 28 uM y en 35 UM se inhibe aproximadamente un 20.81% mas que la
linea silvestre (Figura 15 a y c). El andlisis microscopico de la mutante aux1-7 con un
tratamiento de 28 UM presenta un dafio similar a Col-0, sin embargo, en 35 UM, se observa
perdida de la estructura meristematica lo que indica un agotamiento y el cese de
crecimiento de la raiz primaria (Figura 15b). La linea mutante aux1-7 carece de un
trasportador de influjo de auxinas de la familia de transportadores AUX/LAX que al igual
que la familia de genes y proteinas PIN-FORMED se encuentran localizadas de manera
especifica en los diferentes tejidos pero transportando a las auxinas en sentido inverso, es
decir, mientras que las proteinas PIN se encargan de expulsar a las auxinas del interior de la
célula, las proteinas AUX/LAX tienen la funcion de introducirlas y por ende se

complementan para llevar a cabo los gradientes adecuados y por lo tanto la homeostasis de
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las auxinas (Niu et al., 2015; Li et al., 2015; Péret et al., 2012; Swarup y Bhosale, 2019).
En el caso particular de la proteina AUX1 esta se localiza en la columela y la vasculatura
de la planta por lo que la carencia de esta proteina en la mutante impediria que las auxinas
se distribuyan en el nicho de células iniciales y zonas aledafias, disminuyendo la
concentracion de las auxinas dentro de las células donde cumplirian su funcion.
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Figura 15. Las lineas mutantes responsables del transporte auxinico basipetal
responden diferencialmente a la N-vanillil-octanamida siendo pin3 (transporte eflujo)
resistente y auxl1-7 (trasporte influjo) hipersensible. a) Efecto comparativo de
tratamientos con N-vanillil-octanamida 28 y 35 uM, y DMSO como control durante 12 dias
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sobre plantas de la linea silvestre col O contra las lineas mutantes pin3 y aux1-7; la barra
blanca representa la escala equivalente a 1 cm. b) Microscopia Nomarski de la raiz primaria
utilizando la tincion con lugol de los tratamientos anteriores en un aumento de 20 veces; la
barra negra representa la escala equivalente a 200 um. c¢) Longitud de la raiz primaria
comparando el crecimiento de la linea col 0 contra pin3 y aux1-7 expuestas a tratamientos
con N-vanillil-octanamida y DMSO como control. Las barras representan el promedio +
error estandar de 18 plantas, las letras indican las diferencias estadisticas determinadas a
través de ANOVA y un andlisis post-hok de Tukey (P<0.01).

La caracterizacion detallada de la linea sobreexpresora de YUC4 al efecto de la N-vanillil-
octanamida muestra la resistencia a la inhibicién del crecimiento de la raiz primaria, esto
correlacionado con la integridad de su meristemo en comparacion con las plantas Col-0

(Figura 16a-c).
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Figura 16. La linea transgénica sobreproductora de auxinas 35S::YUC4 es resistente
al efecto de N-vanillil-octanamida. Efecto comparativo de tratamientos con N-vanillil-
octanamida 35 uM y DMSO como control durante 12 dias sobre plantas de la linea silvestre
Col 0 contra la linea transgénica 35S::YUC4; la barra blanca representa la escala
equivalente a 1 cm. b) Microscopia de Nomarski de la raiz primaria utilizando la tincién
con lugol de los tratamientos anteriores en un aumento de 20 veces; la barra negra
representa la escala equivalente a 100 um. c¢) Longitud de la raiz primaria comparando el
crecimiento de la linea col 0 y 35S::YUC4 expuestas a tratamiento con N-vanillil-
octanamida. Las barras representan el promedio + error estandar de 15 plantas, las letras
indican las diferencias estadisticas determinadas a través de ANOVA y un analisis post-hok
de Tukey (P<0.01).
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Considerando los resultados anteriores podemos observar que existe una correlacion entre
la funcién que desempefian PIN3, AUX1 y YUCCA4 y la sensibilidad a N-vanillil-
octanamida; estas proteinas se encuentran relacionadas en cuanto a su localizacién en la
raiz la cual es el nicho de células madre y sus alrededores manteniendo la homeostasis de
auxinas en dicho tejido, lo cual nos hace suponer que la N-vanillil-octanamida posee un
efecto sobre los niveles de auxinas en el nicho de células iniciales en donde aparentemente
los reduce como se ha observado con la linea transgénica DR5::uidA y que no posee un
efecto directo sobre la sefializacion de esta hormona (Kriechbaumer et al., 2016;
Michniewicz et al., 2007; Cao et al., 2019). Por un lado, la mutante pin3 al no tener este
componente impediria el flujo de la hormona y permitiria la acumulacién de auxinas en el
nicho de células fuente impidiendo que los niveles en esta zona bajen (Figura 17), teniendo
relacién con la linea transgénica 35S::YUC4 la cual, al tener una sobreproduccion de la
enzima responsable de la biosintesis de auxinas permitiria incrementar de igual forma los
niveles de esta fitohormona en esa misma zona (Figura 17); caso contrario la mutante
aux1-7 impediria que las auxinas entren a las células bloqueando el flujo de auxinas y
disminuyendo sus niveles en el interior de las células (Figura 17), conduciendo a un
fenotipo exacerbado al compararlo con el control, ya que si el capsaicinoide disminuye los
niveles de auxinas en conjunto con la mutacién producirian la hipersensibilidad observada.
Estos resultados correlacionan con los obtenidos en otras investigaciones donde se han
realizado cruzas de mutantes deficientes en la biosintesis de auxinas (ya sea que carecen de
alguna proteina YUC o TAA, principales proteinas responsables de la biosintesis de
auxinas) con proteinas de transporte. Brumos y col. (2018) realizaron cruzas de la mutante
wei8 carente de la proteina TAAL responsable de la biosintesis de acido indol pirGvico, un
precursor de auxinas, con mutantes de distintos transportadores entre ellas pin3 y auxl,
observando que en la mutante pin3 se impide el dafio por la mutacién de wei8 mientras que
la mutante auxl lo potencia, siendo esto un resultado similar al encontrado con el
capsaicinoide. En otro estudio, Nishimura y col. (2013) analizaron el compuesto yucasin,
un inhibidor de las proteinas YUC, observaron que la linea transgénica 35S::YUC1 la cual
es sobreexpresora de YUC1 resulta resistente a la inhibicidn por este compuesto en

comparacion a la linea silvestre Col-0.
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Figura 17. La N-vanillil-octanamida afecta la homeostasis se auxinas en el meristemo
apical de la raiz. Representacion del efecto de la N-vanillil-octanamida sobre los niveles y
distribucion de las auxinas en la raiz de las distintas lineas de A. thaliana que mostraron un
efecto diferencial a la accion del compuesto respecto a Col-0. El color rojo representa la
distribucion de las auxinas.

Tratamientos con auxinas exdgenas y precursores de su sintesis disminuyen los efectos

de la N-vanillil-octanamida en la raiz primaria de Arabidopsis thaliana

Con los resultados anteriores que sugieren que la N-vanillil-octanamida pudiera estar
funcionando como un inhibidor de la biosintesis de auxinas o bien que este reduce los
niveles de auxinas en el nicho de células fuente al alterar su transporte, se decidio llevar a
cabo un andlisis de complementacion quimica con el fin de determinar si el efecto
inhibitorio producido por el capsaicinoide puede ser revertido manteniendo los niveles de
auxinas. Para ello se determind el efecto del N-vanillil-octanamida en plantas
suplementadas con dos auxinas una natural el acido indol acético (IAA) y una sintética el
acido naftalen acético (NAA), un bloqueador de eflujo auxinico, el &cido naftil ftalamico

(NPA) y un precursor de la biosintesis de auxinas, el triptéfano.

Se utilizaron estas hormonas de forma exdgena suplementadas en el medio en conjunto con

el capsaicinoide con el fin de elevar los niveles auxinicos en la raiz y tratar de compensar la
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disminucion de la respuesta auxinica generada con el compuesto. De manera macroscopica
en promedio la longitud de raiz primaria en el caso de los tratamientos combinados de I1AA
con la N-vanillil-octanamida se incrementd ligeramente, sin embargo, al igual que el
tratamiento combinado con NAA no presentan diferencias estadisticas significativas
respecto al tratamiento Unicamente con el compuesto capsaicinoide (Figura 18 a), sin
embargo, en los analisis microscépicos de las lineas transgénicas CycBl::uidA vy
DR5::uidA, se puede observar una restauracion e incremento de la expresion de la ciclina
B1 y en consecuencia una restauracion en la actividad mitética (Figura 18 b); también
hubo una restauracion en la respuesta auxinica evidenciada el marcador DR5:uidA (Figura
18 c), para el caso de los tratamientos con el NPA si restaura el crecimiento de la raiz
primaria, inclusive el fenotipo observable se asemeja al inducido por el NPA y no el
fenotipo del capsaicinoide (Figura 18 a); de manera microscopica las diferencias
apreciables entre el tratamiento de NPA y la combinacion con N-vanillil-octanamida es un
meristemo con un mayor tamafo en la seccion transversal y una ligera disminucién de la

zona de proliferacion celular (Figura 18 b-c).
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Figura 18. Las auxinas exdgenas o el bloqueo del flujo auxinico amortiguan el efecto
producido por la N-vanillil-octanamida. a) Ensayo de complementacion quimica sobre
plantas de las lineas transgénicas CycB1::uidA y DR5::uidA usando tratamientos
combinados de N-vanillil-octanamida con IAA, NAA o NPA; en los paneles superiores se
observan las condiciones controles, tanto positivo como negativo y en los paneles inferiores
se muestra los tratamientos con el capsaicinoide y la combinacion con el resto de
moléculas. La linea negra representa el crecimiento durante la transferencia y la barra
blanca representa la escala equivalente a 1 cm. Las plantas fueron germinadas y crecidas
en medio MS 0.2x durante 5 dias, posteriormente trasferidas y crecidas en los tratamientos,
después de 7 dias, fueron analizadas. b) Micrografias representativas capturadas con
microscopia Nomarski usando la tincion GUS en un aumento de 20 veces de la linea
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CycBL1::uidA. ¢) Microscopia Nomarski usando la tincion GUS en un aumento de 20 veces
de la linea DR5::uidA. b) y c) Las barras negras representan la escala equivalente a 100 pum.
d) Crecimiento de la raiz primaria después de la transferencia del ensayo de
complementacion quimica. e) Longitud de la zona meristematica. Las barras representan el
promedio * error estandar de 20 plantas, las letras indican las diferencias estadisticas
determinadas a través de ANOVA y un andlisis post-hok de Tukey (P<0.01).

El triptofano, principal precursor para la principal via de produccion de auxinas, logra
restaurar de una mejor forma los defectos causados por el capsaicinoide en comparacion
con las auxinas exdgenas o el NPA, llegandolo restaurar por completo (Figura 19a y b).
Adicionalmente, este ensayo fue realizado en las mutantes pin3 y aux1-7 las cuales
muestran resistencia e hipersensibilidad respectivamente al compuesto, los tratamientos con
triptofano revierten el efecto de la N-vanillil-octanamida en las tres lineas sin mostrarse
diferencias significativas en el tratamiento de 35 UM incluso en la mutante aux1-7 (Figura

19ayc).

100 uM Trp

Longitud de raiz primaria (mm)

Figura 19. El triptéfano inhibe el efecto producido por la N-vanillil-octanamida. a)
Ensayo de complementacion quimica sobre plantas de la linea silvestre Col 0 y las mutantes
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pin3 y aux1-7 usando tratamientos combinados de N-vanillil-octanamida con Trp. La linea
blanca horizontal muestra el crecimiento durante la transferencia y la barra blanca
representa la escala equivalente a 1 cm. Las plantas fueron germinadas y crecidas en medio
MS 0.2x durante 5 dias, posteriormente trasferidas y crecidas en los tratamientos, después
de 5 dias, fueron analizadas. b) Micrografias representativas de la linea silvestre Col-0 del
ensayo de complementacion quimica con triptéfano, las micrograficas fueron capturadas
con microscopia de Nomarski usando la tincion con lugol con un aumento de 20 veces. La
barra negra representa la escala equivalente a 100 um. c) Crecimiento de la raiz primaria
después de la transferencia del ensayo de complementacion quimica. Las barras representan
el promedio * error estandar de 20 plantas, las letras indican las diferencias estadisticas
determinadas a través de ANOVA y un analisis post-hok de Tukey (P<0.01).

De manera microscopica el meristemo logra recuperar completamente su integridad,
lograndose observar todas las células que los conforman ademas de conservar sus distintos
tejidos intactos (Figura 20b). Nuevamente y como ocurre con el resto de compuestos, el
triptéfano logra restaurar la sefial de los marcadores de las lineas transgénicas CycB1::uidA
y DR5:uidA incluso incrementarlas ligeramente respecto al control, sin embargo, a
diferencia de los otros tres compuestos en el caso de la linea CycB1::uidA la sefial mostrada
por el marcador guarda mas correlacién con el crecimiento de la raiz donde al haber una
mayor cantidad de células en proceso de mitosis se observa una mayor longitud de raiz
primaria (Figura 20 a-b). Otro rasgo a resaltar es que al parecer las distintas zonas de

crecimiento de la raiz conservan su tamafio en el tratamiento combinado (Figura 21a).

Estudios de complementacidon quimica como el realizado por Zhu y col. (2019) observan
que al analizar la respuesta a etileno (que a su vez guarda relacién con la respuesta
auxinica), plantas de Col-0 pueden volverse insensibles a la actividad del etileno cuando
son expuestas a un inhibidor de biosintesis de auxinas en la proteinas YUCCA
(Ponalrestat), pero cuando se les afiade triptéfano se restablece parcialmente la actividad
del etileno y por ende la actividad auxinica, dando un resultado semejante al obtenido en

este trabajo donde agregar triptéfano logra restaurar la actividad auxinica.
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Figura 20. El triptéfano restablece la actividad mitética y auxinica inhibida por la N-
vanillil-octanamida. a) Ensayo de complementacion quimica sobre plantas de las lineas
transgénicas marcadoras CycB1::uidA y la DR5::uidA usando tratamientos combinados de
N-vanillil-octanamida con Trp, se muestran micrografias representativas de dichas lineas
tefiidas por medio de la tincién GUS que fueron capturadas con microscopia Nomarski en
un aumento de 20 veces. Las plantas fueron germinadas y crecidas en medio MS 0.2x
durante 5 dias, posteriormente trasferidas y crecidas en los tratamientos, después de 5 dias,
fueron analizadas. La barra negra representa la escala equivalente a 100 um. b) Crecimiento
de la raiz primaria después de la transferencia del ensayo de complementacién quimica. c)
Numero de raices laterales del ensayo de complementacién quimica con Trp sobre las
lineas transgénicas. Las barras representan el promedio + error estdndar de 20 plantas, las
letras indican las diferencias estadisticas determinadas a través de ANOVA y un analisis
post-hok de Tukey (P<0.01).

Todos los resultados obtenidos en el ensayo de complementacion quimica continGan
arrojando nueva evidencia de que la N-vanillil-octanamida funciona como un inhibidor en
la biosintesis de las auxinas en el nicho de células madre.
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La N-vanillil-octanamida modifica la expresion del gen de biosintesis de auxinas

antranilato sintasa

La linea transgénica pASA::GUS marca la expresion de la proteina antranilato sintasa la
cual es una enzima responsable de la sintesis de antranilato que es el precursor necesario
para la biosintesis del triptfano, dicha enzima se expresa principalmente en el meristemo
distal de la raiz. Bajo tratamiento con N-vanillil-octanamida el marcador de la linea
reportera pASA::GUS aumenta (Figura 21a), esto concuerda con lo reportado en otros
trabajos donde la inhibicion de la respuesta auxinica o disminucién de los niveles de
auxinas en la raiz estimula la expresion de genes de proteinas de biosintesis de auxinas
como YUC, TAAL, TAR2, WEI2, etc., esto podria deberse a que la planta trata de
compensar la baja en los niveles de auxinas si es que este esté funcionando como un
inhibidor de la biosintesis de auxinas (Zhu et al., 2019; Dziewit et al., 2021; Di et al.,
2021).
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Figura 21. N-vanillil-octanamida estimula la expresion del gen de la antranilato
sintasa. a) Micrografias de la linea transgénica marcadora pASA:GUS sometidas a
tratamientos con N-vanillil-octanamida, las micrografias fueron capturadas con
microscopia de Nomarski usando la tincibn GUS con un aumento de 20 veces. Las plantas
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fueron germinadas y crecidas en medio MS 0.2x durante 5 dias, posteriormente trasferidas
y crecidas en los tratamientos, después de 5 dias, fueron analizadas. La barra negra
representa la escala equivalente a 100 um. b) Longitud de la raiz primaria de la linea
transgénica mencionada expuesta al capsaicinoide. Las barras representan el promedio + el
error estandar de 18 plantas por linea transgénica, las letras indican las diferencias
estadisticas determinadas a través de ANOVA y un analisis post-hok de Tukey (P<0.01).

La N-vanillil-octanamida produce un efecto sitio especifico sobre el meristemo

radicular de la raiz de Arabidopsis thaliana

Hasta el momento la mayoria de los resultados nos dan un indicio de que el efecto del
capsaicinoide se encuentra dirigido al sistema radicular de la planta, pero también
especificamente al meristemo de la raiz en el nicho de células madre y las células iniciales
de cada tejido, por ello se decidi6 realizar tratamientos en los cuales Unicamente se
expusiera la region basal o la region apical de la raiz primaria (aproximadamente 0.5 mm)
con tratamiento de 35 pM de capsaicinoide. Los tratamientos control y 35 pM de N-
vanillil-octanamida muestran crecimiento normal de las plantas o bien el fenotipo inducido
por el compuesto, respectivamente. Los tratamientos donde solo la punta de la raiz estaba
en contacto con del capsaicinoide muestran la disminucion en el crecimiento de la raiz
primaria muy similar a los tratamientos donde toda la planta esta en tratamiento con N-
vanillil-octanamida con porcentajes de inhibicion del 60.8% y 82.6%, respectivamente
(Figura 22 a y c). De manera interesante, en aquellas plantas cuya regién basal era la
expuesta al capsaicinoide no se afectd el crecimiento de la raiz primaria (Figura 22 a y c).
Los andlisis microscépicos soportan los resultados mencionados, que en comparacion con
las plantas crecidas en condiciones control como las que estdn en contacto total con el
capsaicinoide, las plantas cuyo meristemo es el expuesto al capsaicinoide muestran
disminucion en la actividad mitdtica y la sefializacion auxinica mientras que en las que la
region basal de la planta es la expuesta el meristemo de la raiz no muestra cambios en estos
parametros respecto al control negativo (Figura 22 d). Estos resultados indican que el sitio
de accién del compuesto N-vanillil-octanamida es en el meristemo radicular de la raiz

primaria.
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Figura 22. EI mecanismo de accién de la N-vanillil-octanamida es sitio especifico,
actuando a nivel del meristemo de la raiz. a) Exposicion parcial de la N-vanillil-
octanamida sobre plantas de las lineas transgénicas marcadoras CycB1::uidA y la
DR5::uidA. Las plantas fueron germinadas y crecidas en medio MS 0.2x durante 5 dias,
posteriormente trasferidas y crecidas en cajas Petri con secciones de medio MS con
diferente tratamiento en donde la punta de la raiz (aproximadamente 0.5 mm) fue colocada
en una de las secciones del medio y el resto de la planta en otra, después de 5 dias de
crecimiento fueron analizadas. La linea blanca horizontal muestra la division entre las
secciones de agar y la barra blanca representa la escala equivalente a 1 cm. b) Micrografias
representativas capturadas con microscopia de Nomarski usando la tincion GUS con un
aumento de 20 veces de CycB1::uidA y la DR5::uidA. La barra negra representa la escala
equivalente a 100 uM. c) Longitud de la raiz primaria de las lineas transgénicas usadas en
tratamientos por exposicion parcial. d) Longitud de la zona meristematica. Las barras
representan el promedio + error estandar de 18 plantas por linea transgénica, las letras
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indican las diferencias estadisticas determinadas a través de ANOVA y un analisis post-hok
de Tukey (P<0.01).

CONCLUSIONES

Con los datos mostrados se propone un modelo de accién del capsaicinoide (Figura 23)

que se soporta por las siguientes conclusiones:

-La N-vanillil-octanamida produce un efecto de hormesis en el crecimiento y desarrollo de
las plantas; dicho efecto en concentraciones bajas se caracteriza por aumentar el
crecimiento de la raiz primaria e inducir ligeramente la formacion de raices laterales,
mientras que en concentraciones altas disminuye el crecimiento de la raiz primara hasta
inhibirlo por completo, pero continuando con el crecimiento y desarrollo de las raices

laterales.

-El efecto en el crecimiento de la raiz primaria resulta por la inhibicién de la proliferacion

celular en el meristemo, esto relacionado con la inhibicion de la sefializacion de auxinas.

-El mecanismo de accion de la N-vanillil-octanamida sobre la homeostasis de las auxinas,
es llevado a cabo a nivel de biosintesis esto afecta niveles maximos necesarios en el nicho

de células madre para la correcta actividad en el meristemo de la raiz.

-La mutacion en el gen pin3 sugiere que la salida de las auxinas del nicho de células madre
se bloquea manteniendo gradiente adecuados para la actividad meristematica.

-Al incrementar tanto genéticamente como quimicamente los niveles de auxinas en la raiz

revierten el efecto inhibitorio de la raiz primaria causado por el capsaicinoide.
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Figura 23. La N-vanillil-octanamida inhibe la biosintesis de auxinas regulando
negativamente la homeostasis auxinica en el nicho de células madre del meristemo
apical de la raiz. a) Nicho de células madre en el meristemo apical de la raiz. b)
Mecanismo de accion propuesto para la N-vanillil-octanamida sobre el sistema radicular de
A. thaliana
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PERSPECTIVAS

Los hallazgos de este trabajo muestran que la inhibicion del crecimiento de la raiz primaria
por el N-vanillil-octanamida dependiente de la sefializacion de auxinas puede ser revertida
al mantener los niveles de auxinas en el nicho de células madre al evitar su salida de esta
region (donde se sintetizan). Esto abre la posibilidad de que aquellos factores de
crecimiento adversos pueden ser amortiguados al inducir la homeostasis en dicha region,

por lo que queda como perspectiva principal demostrar dicha posibilidad.
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