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RESUMEN

La presente investigacion propone la aplicacion foliar de perdxido de hidrégeno (H.0O2) como
una herramienta biotecnoldgica para inducir tolerancia a déficit hidrico (DH) y sequia (SQ)
en plantas de chile jalapefio (Capsicum annuum L.). Se realizaron aplicaciones de H20- en
dosis 2, 20 0 200 mM (agua destilada como control) a los 22 y 36 dias después del trasplante,
y enseguida se sometieron a tres esquemas de irrigacion: capacidad de campo (-10 a 0 kPa),
déficit hidrico (-30 a -60 kPa) o sequia (-60 a -140 kPa), con base en el potencial hidrico del
sustrato. El experimento finaliz6 a la segunda cosecha, 92 ddt. En cuanto a los fendmenos
fisioldgicos y genéticos, DH200 presenta el mayor nimero de densidad estomatal y los
valores mas altos de metilacion de DNA gendmico; también es el tratamiento que mayor
frutos produjo por debajo de aquellos obtenidos de plantas cultivadas a capacidad de campo,
aunque no cumplian con el estdndar de calidad para comercializacion en fresco. La dosis de
200 mM de H20: induce en la variedad en estudio un incremento en la produccion de
capsaicina, dihidrocapsaicina y capsiato en fruto comparado con el control, y pudiera
presentarse como una alternativa para incorporar a las agrocadenas los frutos que no alcanzan
caracteristicas para comercializacion en fresco, dandoles un valor agregado por su contenido

en bioactivos.



SUMMARY

This research study aims to suggest the foliar application of hydrogen peroxide (H20>) as a
biotechnological tool to induce tolerance to water deficit in jalapefio hot pepper crop
(Capsicum annuum L.). Three doses of H.O» were tested: 2, 20 0 200 mM (distilled water as
control) and applied at 22 and 36 days after transplanting (DAT). After those applications,
three levels of irrigation were set: field capacity (-10 a 0 kPa), water deficit (-30 a -60 kPa)
and drought (-60 a -140 kPa), based on the water potential of the substrate. The experiment
finished after the second harvest, 92 DAT. Among the physiological and genetic phenomena,
treatment DH200 had the highest stomatal density and the highest levels of methylation of
DNA; DH200 also produced the highest number of fruits, compared with yield obtained at
field capacity, however, those fruits did not reach the quality standards for fresh market. The
dose H20> 200 mM in this cultivar increases the levels of capsaicin, dihydrocapsaicin and
capsiate compared with control, and it could be an option to include fruits with unmarketable
quality for fresh market and commercialize them in the agroindustry due to the additional

value in bioactive content.
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1 INTRODUCCION

La agricultura estd cambiando. Desde la perspectiva de ciencia y tecnologia, los nuevos
modelos de produccion de cultivos no solo estan migrando hacia la agricultura de precision,
sino también en favor de la produccidn sostenible; en el planeta se proyecta una poblacién
de 9 billones de habitantes para 2050 y habrd que asegurar suficiente alimento sin
comprometer los recursos naturales (Deinlein et al., 2014; Tendall & Gaillard, 2015). La
investigacion agronomica estd centrando el objetivo en el manejo agronémico con
fundamento cientifico. Los retos: incrementar produccién, o al menos mantenerla, cultivar
plantas resistentes a ambientes desfavorables y al mismo tiempo, proveer alimentos con
potencial bioactivo que beneficie la salud del consumidor (Wahyuni et al., 2011; Mulero et
al., 2015; Hamilton et al., 2016).

Sin embargo, la supervivencia de los cultivos y por ende la productividad, son
constantemente amenazados por los efectos del cambio climéatico. Los fendmenos
meteoroldgicos, tanto en intensidad como duracién, son cada vez mas impredecibles, y su
incidencia erratica supone un problema complejo y prioritario por atender (Altieri et al.,
2015; Latham et al., 2015). En el periodo 2003-2013, mas del 50 % de pérdidas materiales
de cultivos fueron ocasionadas por inundaciones, mientras que las mayores pérdidas
econdmicas corresponden a las sequias (84% del total de pérdidas), equivalentes a US$11
mil millones (FAO, 2015).

Para el sector productivo lo anterior significa solo una cosa: confrontar el problema y buscar
soluciones para esta problematica global. Desde nuestra orilla, podemos hacer nuestra labor
a través del quehacer cientifico. Abogando por las respuestas naturales de las plantas, es
posible encontrar aplicaciones basadas en la plasticidad bioldgica, es decir, en las
caracteristicas evolutivas que tienen las plantas para tolerar, en cierta medida, situaciones de
estrés medioambiental. La manera en que ellas responden es a través de la sintesis de una
amplia variedad de metabolitos especializados en funciones protectoras, inducidos
precisamente por la exposicion a estrés bidtico o abidtico (Hadacek et al., 2011;
Poschenrieder et al., 2013).



Surgen entonces dos preguntas de investigacion que justifican el trabajo aqui expuesto: ¢ES
posible utilizar metabolitos especializados en la respuesta a estrés, aplicarlos exégenamente
a los cultivos e inducir resistencia/tolerancia a condiciones medioambientales desfavorables?
Si estos metabolitos protegen a la planta, ¢Serd posible que aquellos presentes en el fruto
tengan propiedades bioactivas con potencial nutracéutico? De ahi que se desprenda la
metodologia pertinente para buscar responder ambas cuestiones. En lo posterior, el trabajo
se centra en tres ejes de estudio principales: contexto econdmico y medioambiental del
material vegetal en estudio, respuestas metabdlicas y genéticas derivadas de la aplicacion del
compuesto inductor de la respuesta de defensa y analisis de los eventos fenotipicos,

metabolicos y genéticos derivados de la aplicacion del compuesto inductor.

Con este trabajo se busca describir los efectos genéticos, metabdlicos y fenotipicos que tiene
la aplicacion de peroxido de hidrogeno (H202) en plantas de chile jalapefio, cultivo que
representa el 34 % de la produccion nacional de chile verde (SIAP, 2016), con el objetivo de
activar un estado de defensa, conferir tolerancia al estrés hidrico por sequia y favorecer la

produccién de compuestos bioactivos en fruto.

2 PERSPECTIVA DE APLICACION

El utilizar sustitutos a los agroquimicos, como pudiera ser el H20», es también una ventana
de oportunidad para disminuir los riesgos de contaminacion quimica del suelo, asi como una
reduccion de las implicaciones negativas hacia la salud de los agricultores y consumidores.
Anualmente son cerca de 30 millones de jornales implicados en el ciclo productivo del chile
en México, por lo cual un manejo agrondmico alternativo pudiera beneficiar a este vasto
namero de trabajadores al reducir el riesgo de enfermedades ocupacionales derivadas del uso
excesivo de agroquimicos. La estimulacion por elicitores favorece la presencia de bioactivos
en frutos, y si éstos se utilizan en productos de consumo regular, se abre una ventana para la
disminucion de enfermedades derivadas de la dieta, tales como las Enfermedades Cronicas
No Transmisibles (ECNT) ya que la Secretaria de Salud estima que el 84 % de las muertes
del pais se deben a ECNT vy lesiones (PAHO, 2015), pudiendo las primeras ser prevenidas
por una correcta alimentacion, por lo cual la agricultura de vanguardia pretende no solo
mantener los rendimientos sino también proporcionar un componente nutracéutico que aporte

beneficios a la salud de los consumidores.



3  FUNDAMENTACION TEORICA

El presente capitulo trata dos temas principales: por un lado, abarca el contexto de la
produccion de chile en México, planteando la importancia tanto econdmica como nutricional
al ser un producto de la canasta basica y cdmo la sequia resulta ser un problema que afecta
la productividad del cultivo. Posteriormente, se desglosa la respuesta a estrés en plantas y la
propuesta de utilizar compuestos elicitores como recurso biotecnoldgico para inducir
tolerancia a estrés abidtico; especificamente se abordan los cambios provocados por especies
reactivas del oxigeno (ROS), particularmente peroxido de hidrogeno (H202), desde la
transduccion de la sefial en la planta hasta los cambios originados en tres niveles: fenotipo,
metabolismo y material genético como parte de la plasticidad bioldgica para hacer frente a

estrés por sequia.

3.1 Capsicum annuum L.: descripcion boténica y condiciones ambientales para su
cultivo

Actualmente se conocen alrededor de 30 especies de chile distribuidas en todo el mundo,

aunque solo cinco son cultivadas o domesticadas: Capsicum annuum, Capsicum frutescens,

Capscicum chinense, Capsicum baccatum y Capsicum pubescens. Entre ellas, Capsicum

annuum L. es la mas ampliamente conocida y la de mayor importancia econémica (Figura

1), ya se cultiva a nivel mundial (CONAPROCH, 2014).

Botén floral = - = -

Figura 1. Anatomia de una planta de chile Capsicum annuum L. Elaboracién propia, 2017.



Capsicum annuum L. es una especie herbacea perenne (Cuadro 1), aunque suele cultivarse
como anual; florece de mayo a agosto Yy fructifica desde julio hasta noviembre. Es una especie
capaz de la autopolinizacion. Para que la planta de chile se desarrolle adecuadamente requiere
una temperatura media de 24 °C, germina en un periodo de 9 a 12 dias entre los 21 a 30 °C;
requiere suelos de textura areno-arcillosos con alta retencién de humedad, con pH entre 6.3
a 7.0; es una planta poco tolerante a la salinidad. La humedad relativa para su cultivo es de
50 a 70 por ciento (CONABIO, 2009; Montes-Hernandez, 2010).

Cuadro 1. Caracteristicas anatomicas (CONABIO, 2009).

Region anatomica Caracteristicas

Follaje Arbustivo, alcanza los 80 a 100 cm de altura. Los tallos son
glabrescentes ramificados con hojas ovaladas, pecioladas,
solitarias o por pares.
Sistema radicular Voluminosa y pivotante, con numerosas raices adventicias.
Flores Pueden ser solitarias o formar grupos de escasos nimeros,
erectas o0 algo penduladas, nacen en la axila de las hojas del
tallo. La corola es pequefia y constan de 5 a 7 pétalos, de color
blanco, finamente denticulados en los bordes. Las anteras

suelen ser purpureas.

3.2 Panorama de la sequia en las regiones chileras de México: caso chile jalapefio

Internacionalmente, el chile es la segunda solanacea méas importante justo por debajo de la
produccion de tomate. 31 millones de toneladas de chile verde y pimiento fueron producidas
en 1.9 millones de hectareas alrededor del mundo durante el periodo 2010-2015, siendo
China, México y Turquia los principales paises productores (Diao et al., 2016; FAO, 2016).
México es el segundo productor mundial de chile verde y el tercer exportador de chile fresco,
con un valor generado a nivel nacional de17.8 mil millones de pesos anuales, posicion debida
a la participacion de 12 mil productores, los cuales generan empleo para 30 millones de
jornales anualmente (Diaz, 2015; SAGARPA, 2015).



En un estudio realizado en 2009, la FAO proyectd que para 2020 nuestro pais entraria en la
zona de riesgo de pérdidas econdmicas debidas a sequia, proyectando que los estados donde
se presentarian incremento en intensidad de este fendmeno meteoroldgico serian Sinaloa,
Chihuahua, Sonora, Veracruz, Michoacan y Estado de México, siendo el escenario mas
dréstico durante el periodo 2010-2011, donde un 70 % de la superficie nacional fue afectada
por intensa sequia (FAO, 2009; Federman et al., 2014). Los datos actuales indican
concordancia con las predicciones realizadas en aquel entonces (Figura 2). Los registros mas
recientes presentados en la plataforma de Monitor de Sequia de México, con datos desde
2014 a 2016, indican que los estados de la republica con un indice de sequia moderada a
extrema coinciden con los reportados por la FAO (2009), con excepcién del Estado de

México.

CONAGUA
100

Intensidad de sequia:
DO Anormalmente seco
D1 Sequia moderada
D2 Sequia severa

I D3 Sequia extrema

Il D4 Sequia excepcional

DO D1 p2 o3 HWD4

Figura 2. Comportamiento de la intensidad de sequia y la afectacion del territorio nacional
(porcentual) durante el periodo 2003-2017. Fuente: Monitor de Sequia, 2017.

Para el reporte de cierre agricola 2015 (afio agricola primavera-verano + otofio-invierno), los
estados de mayor produccion de chile verde fueron Sinaloa (547 mil 285 ton), Chihuahua
(732 mil 299 ton) San Luis Potosi (220 mil 106), Sonora (103 mil 707) y Zacatecas (214 mil
325) (SIAP, 2016), por lo que los estados referentes en produccion chilera se encuentran en

regiones azoradas por escenarios de sequia (SIAP, 2016) (Figura 3).



De la superficie destinada a la produccion de este cultivo, el 87.15 por ciento de la superficie
sembrada se cultiva bajo régimen de riego y el 12.85 por ciento restante como temporal. Al
cierre agricola de 2015, la variedad que destac6 con mayor produccién fue chile jalapefio
(Cuadro 2) con 30.45 mil ha sembradas: 81.07 por ciento de riego y 18.93 por ciento de
temporal (SIAP, 2016).

Monitor de sequia de México
al 15 de junio 2016
Publicado el 20 de junio de 2016

Figura 3. A) Distribucion de zonas de sequia en el pais (amarillo) para el 15 junio 2016. B)

Distribucion de zonas de cultivo de chile jalapefio (verde) en el pais para el afio agricola
(OI-PV) 2015. Fuente: Monitor de sequia de México (2017), Mapas dinamicos SIAP
(2017).

Cuadro 2. Indicadores econémicos del cultivo de chile jalapefio en México durante el afio
agricola 2015 (SIAP, 2016).

Cultivo Superficie  Superficie Superficie Produccién Rendimiento Valor
sembrada sembrada sembrada  (ton) (ton/ha) Produccion
(ha) (ha) (ha) (miles de
pesos)
Jalapefio 30,409.74  30,148.74 261 836,246.34 27.74  4,791,179.93
Jalapefio 13.08 13.08 0 727 55.58 4,192.76
invernadero
Jalapefio 20 20 0 1,600.00 80 9,072.00
malla
sombra
Jalapefio 7.5 7.5 0 97 12.93 1,010.58
organico
TOTAL 30,450.32 30,189.32 261.00 838,670.34 176.25 4,805,455.27




La superficie sembrada de chile verde se encuentra distribuida en todo el territorio nacional,
lo cual implica que los 12 de los 13 organismos de cuenca del pais abastezcan la produccion
de este cultivo, por lo cual también se debe racionar el recurso para evitar afectaciones a las
cuencas (CONAGUA, 2014).

3.3 Percepcion del estimulo y respuesta a estrés

Los mecanismos de respuesta a estrés inician con la percepcion del estimulo, contintian con
la transduccion de la sefial a los compartimentos celulares, posteriormente la expresion de
genes que codifican para metabolitos antioxidantes y enzimas desintoxicantes, y finalmente,
cambios metabdlicos y a nivel fenotipo que favorecen la tolerancia al estrés (Lata y Prasad,
2011). Cuando la planta detecta un peligro bioldgico o ambiental, dependiendo del tipo de
estimulo que reciba, activara diferentes respuestas de defensa; estos estimulos comprenden

los siguientes patrones (Henry et al., 2012):

A) Patrones Moleculares Asociados a Patogenos (PAMPs), los cuales se refieren a
agentes infecciosos.

B) Patrones Moleculares Asociados a Microorganismos (MAMPs), representan la
elicitacion ante la presencia de un microorganismo no patogénico.

C) Patrones Moleculares Asociados al Dafio (DAMPs), ocurren cuando la planta

reconoce fragmentos de su anatomia en zonas donde no pertenecen.

Dependiendo del patrdn o agente estresor, la respuesta puede derivar en dos tipos: localizada
o sistémica. Cuando es localizada se conoce como Respuesta Localizada Adquirida (LAR),
y es aquella que ocurre alrededor del sitio puntual de la infeccion (Henry et al., 2012). La
planta también puede desencadenar una reaccion de inmunidad y respuesta a estrés, la cual

es sistémica y puede categorizarse de la siguiente manera (Figura 4) (Baxter et al., 2014):

A) Respuesta Sistémica Adquirida (SAR), involucra la emision de sefiales moleculares
a organos distales, dando una proteccion generalizada y de larga duracién ante la
presencia de PAMPs.

B) Aclimatacion Sistémica Adquirida (SAA), es la respuesta a larga distancia analoga
a SAR, pero surge cuando la planta esta expuesta a un estrés abidtico.



C) Respuesta metabdlica sistémica, es activada por cambios en los niveles de azUcares,
fosfatos y otros metabolitos.

D) Respuesta Sistémica del desarrollo, ocurre cuando existen cambios en las
condiciones de iluminacion y CO, atmosférico. El crecimiento y distribucion

estomatal son coordinadas en las nuevas hojas en desarrollo.
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.esgue.sta Adquirida (SAR) Adquirida (SAA) Sistémica Desarrollo
sistémica
¢ Defensa contra estrés \\ f‘ Defensa contra estrés ‘] /l Alteraciones en los \‘l :/ Coordinacion del crecimiento, \:
b bistico AN abiético SN ] metabolitos s ' distribucién estomatal, etc.
Estimulo

local

‘\
Luz, UV, calor, frio, !
sequia, salinidad )

Virus, Bacteria, !
Hongo )

Cambios en condiciones
ambientales

. ” \\
Cambios en aztcares,
!

fosfatos, etc. 1

, N

Figura 4. Diferentes tipos de respuestas sistémicas en las plantas. Elaboracién propia con

informacion de Baxter et al (2014).

3.4 Las Especies Reactivas del Oxigeno (ROS) y su papel como sefiales de respuesta
al estrés abiotico

Recientemente se ha agregado a las especies reactivas de oxigeno (ROS) como sefiales de
respuesta a estrés abidtico, las cuales modifican la regulacion genética y la actividad
enzimatica (Cramer et al., 2011). Las ROS se generan a partir de varias etapas de reduccion
de un oxigeno molecular y las especies mas comunes son el anion O3, el radical hidroxilo
OH- y perdxido de hidrogeno (H202) (Thakur y Sohal, 2013); de forma ordinaria, los
electrones fluyen en la cadena de transporte de la fotosintesis y la respiracion; cambios en

este flujo origina la formacion del anion O;" y de H.O. (Hadacek et al., 2011).



Por sus propiedades gquimicas, las ROS son altamente reactivas y pueden dafiar proteinas,
clorofilas, lipidos de membrana y &cidos nucleicos, por lo cual la célula mantiene la
concentracion de ROS en niveles no toxicos, denominado estrés oxidativo controlado
(Sanchez-Rodriguez et al., 2012). Es asi que a concentraciones bajas de ROS, éstas fungen
como poderosas sefiales moleculares involucradas en la respuesta de aclimatacion y se las
relaciona estrechamente con las redes redox y hormonales de la planta. Ademaés, las ROS
sirven como sefiales de propagacion rapida y a larga distancia implicadas en una respuesta
sistémica al estrés. El estrés local inicia eventos de rapida sefializacion tales como el
incremento del Ca?* citosolico, produccion de ROS, y activacion de sefiales metabdlicas de
estrés especifico, ocurriendo esto en segundos 0 minutos. Estas sefiales son propagadas por
la planta y activan la defensa/ aclimatacion para finalizar con cambios en el crecimiento y
desarrollo involucrados en la supervivencia (Figura 5) (Baxter et al., 2014; Cabello et al.,
2014; Zorov et al., 2014).

Defensa
/aclimatacion

A Activacion  Propagacion

Supervivencia \ Estimulo
de sefiales de sefiales

Crecimiento estresor

A

@ Sefiales

metabdlicas

Sistémico
<~ Despolarizacién
de membrana

% Olaautopropagable de
*  produccién de ROS

Sefial de calcio

Sefal de estrés
especifico

—_———

Local

> : Sefial eléctrica

Temprano Tardio

Figura 5. Modelo propuesto para la transduccion de la sefial local y sistémica mediada por
ROS. Fuente: Baxter et al (2014).



Otras investigaciones sugieren que el H20O2 no solo juega un papel en las rutas de proteccion
celular, sino también en las rutas de crecimiento y desarrollo (Baxter et al., 2014). Esta
molécula sirve como un mediador clave de activacion de Acido Abcsisico (ABA), un tipo de
regulador de crecimiento involucrado en la respuesta a estrés osmatico (Mejia-Teniente et
al., 2013). Los genes inducidos por ABA incluyen aquellos que codifican proteinas como las
proteinas de embriogénesis tardia (LEA, por sus siglas en inglés), una variedad de enzimas
clave en la sintesis de osmoprotectores. Los genes inhibidos o regulados negativamente por

ABA estan involucrados en el desarrollo y crecimiento (Fujita et al., 2011).

Actualmente se tiene evidencia que el H2O> activa la via de las proteinas quinasas activadas
por mitdgenos (MAPK, por sus siglas en inglés), las cuales son la ruta de sefializacion mas
importante en la transmisién de un estimulos biol6gicos desde la membrana celular hasta el
nucleo (Son et al., 2011).

La cascada de las MAPK es conservada en eucariotas y esta compuesta por al menos tres
componentes: MAP quinasa quinasa quinasa (MAPKKK/MAP3K), MAP quinasa gquinasa
(MAPKK/MAP2K) y MAP quinasa (MAPK), los cuales acttan por medio de fosforilaciones
para llevar la sefial desde el exterior hasta el ndcleo. Las MAPK estan involucradas en la
sefializacion del desarrollo de la planta, en la respuesta hormonal y en la respuesta a estrés
biotico o abiotico. Si bien la forma en que las ROS activan a MAPK permanece sin revelarse,
se sabe que las ROS activan a MPK3 y MPKG6 (Figura 6 y Figura 7) (Sinha et al., 2011).

ESTRES i SEQUIA Vo ESTRES OXIDATIVO !
ABIOTICO \ !
1 . b i ‘|
MPKKK i Desconocido | ] !
r’ --------------- ‘\| \'
MPKK ! AtMKK1 ! !
MPK [ AtMPK4 V|
\ ZmSIMK1 y \

Figura 6. Entrecruzamiento de los componentes MAPK. Cascada de MAPK en condiciones

de sequia y en estrés oxidativo. Elaboracién propia con informacién de Sihna et al (2011).
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Figura 7. Rutas de sefializacion mediadas por peroxido de hidrégeno. Fuente: Elaboracién
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3.5 Genes de respuesta a estrés abiotico por sequia.

El anélisis transcriptdbmico a gran escala clasifica a los genes de respuesta a estrés en dos

grupos (Lata y Prasad 2011):

1. Genes que codifican para proteinas que protegen a la célula de los efectos de estrés
hidrico.

2. Genes que codifican para proteinas reguladoras de transduccion de sefiales y de la
expresion de los genes de respuesta a estrés.

En el primer grupo, se encuentran genes que expresan enzimas desintoxicantes como la
superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutatién-S-transferasa (GXT), ascorbato
peroxidasa (AXT), las cuales sirven como proteccion y estabilizacion de estructuras celulares
ante posible dafio por especies reactivas de oxigeno (Lata y Prasad 2011; Krasensky y Jonak,
2012). En tejidos vivos, estas ROS son reducidas por ascorbato y glutation, en concreto
mediante las enzimas SOD y CAT (Hadacek et al., 2011).

3.6 Metabolitos de respuesta a estrés con actividad enzimatica desintoxicante.

Para evitar el estrés oxidativo descontrolado, los mecanismos de la célula consisten en

primera instancia en la activacion de SOD, CAT y peroxidasas (Sunkar et al., 2012).

3.6.1 Superdxido dismutasa (SOD)

Las SOD son las primeras en actuar ante la presencia de concentraciones tdxicas de aniones
O2" y los convierten en H2O>. Durante estrés abidtico, los genes de SOD son inducidos por
el exceso de aniones O%". La regulacion genética en Arabidopsis muestra que los genes que
codifican para las SOD citosélicas (CSD1) y cloroplasticas (CSD2) inducidas por Cu-Zn,
son normalmente suprimidas por un tipo de microRNA denominado miR398. Ante estrés
oxidativo, los niveles de miR398 decrecen y por ende, se incrementa el nivel de los transcritos
de CSD1y CSD2 (Leng et al., 2017).
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3.6.2 Catalasa (CAT)

La produccion de enzima catalasa se realiza a traves de intrincadas redes regulatorias de la
planta y su estado redox. Un posible mecanismo es que el H2O> que proviene de la B-
oxidacion, de la accion de las SOD vy de la fotorespiracion, se almacena en el peroxisoma;
desde ahi viaja al nacleo como sefial y activa los genes de produccion de catalasas; estas

viajan hacia el peroxisoma y estabilizan al H>O> (Mhamdi et al., 2012).

3.6.3 Fenilalanina amonio liasa (PAL)

En plantas de Capsicum cultivadas bajo estrés hidrico por sequia, se descubrié que PAL es
la enzima critica en la biosintesis de capsaicinoides puesto que su actividad se increment6 en
relacién positiva al contenido de capsaicinoides de diferentes variedades de chile picante

examinadas (Phimchan et al., 2014).

3.7 Metabolitos de respuesta a estrés con propiedades bioactivas.

El estado celular redox es la suma de moléculas oxidativas y reductoras; actda como un
sensor de perturbaciones ambientales, pero también como un amortiguador de estas
perturbaciones para mantener la homeostasis; entre las moléculas con esa funcion se
encuentran proteinas antioxidantes como la tioredoxina o la glutaredoxina, y metabolitos
especializados como los fenoles, flavonoides, aminoécidos, ascorbato, carotenoides y
tocoferoles, todos ellos conocidos por sus propiedades promotoras de la salud (Wahyuni et
al., 2011; Kissoudis et al., 2014).

3.7.1 Fenolesy flavonoides

Los fenoles son compuestos que contienen uno o mas anillos aromaticos con uno o mas
grupos hidroxilos; son los metabolitos secundarios mas abundantes en las plantas, pudiendo
encontrar hasta 8,000 estructuras actualmente conocidas. Entre los numerosos grupos
destacan los acidos fendlicos, flavonoides y taninos. Poseen excelentes actividades
antioxidantes y son conocidos por su accion bioldgica especifica en la prevencién y/o
tratamiento de enfermedades (Dai y Mumpler, 2010). La biosintesis de flavonoides

antioxidantes incrementa en plantas mas sensibles al estrés que en aquellas tolerantes al
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estrés; las plantas sensibles al estrés muestran una primera linea de defensa contra las ROS
mucho menos eficiente, y subsecuentemente estan expuestas a un mayor estrés oxidativo
(Agati et al., 2012). Se ha visto que solo la radiacion UVB, pero no la temperatura,
aplicaciones de acido salicilico, o la interaccion de estos factores, tuvo efecto significativo

en el contenido de flavonoides (Martel y Qaderi, 2016).

3.7.2 Capsaicinoides

Los capsaicinoides son un grupo de alcaloides responsables de la sensacion de calor al
consumir chile, conocida como pungencia. La capsaicina, dihidrocapsaicina Yy
norhidrocapsaicina constituyen los principales capsaicinoides, los cuales son producidos
exclusivamente en las glandulas de la placenta del fruto. Se ha encontrado que los
capsaicinoides tienen propiedades antifungicas y antimicrobianas, y brindan beneficios a la
salud humana, tales como inhibir varios tipos de cancer y como analgésicos para la artritis.
Aungue aln quedan rutas por esclarecer, los capsaicinoides son un buen modelo para la
investigacion evolutiva de los metabolitos secundarios (Figura 8) (Kim et al., 2014). Algunos
compuestos involucrados en la biosintesis de capsaicina son PAL, la cinamico-4-hidroxilasa

(C4H), la capsaicina sintasa (CS) y peroxidasa (POD).

Fenilalanina Valina
PAL BCAT
Acido cindmico a-cetoisovalerato
CaH
Acido p-cumirico Isobutiril-CoA

p-cumaroil-shikimato p-cumariol CoA Sintesis de acidos

grasos
(Kas, ACL)

Cafeail-shikimato Cafeoil-CoA

COMT
Feruloil-CoA Acido 8-metil-6-noneoico

FatA

Vainillina Acido 8-metilpentanoico
AMT

Vainillilamina 8-metil-6-noneoico-CoA

Capsaicina

Figura 8. Ruta metabdlica de la biosintesis de capsaicina. Fuente: Adaptacion Kim et al
(2014).
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3.8 Influencia del estrés abiotico en la concentracion de metabolitos bioactivos en
Capsicum annuum L.

Los frutos de chile son una fuente rica en metabolitos con propiedades potencialmente
benéficas para la salud, tales como los carotenoides, acido ascorbico, tocoferoles, flavonoides
y capsaicinoides (Wahyuni et al., 2011), destacando Capsicum annuum L. con mayores
propiedades antioxidantes comparadas con aquellas de Capsicum baccatum, Capsicum
chacoense y Capsicum chinense (Loizzo et al., 2015). La especie Capsicum annuum L.
contiene nutrientes esenciales y compuestos bioactivos con propiedades antioxidantes,
antimicrobianas, antivirales, anti-inflamatorias y anti-cancerigenas. Es fuente de vitamina C,

vitamina E, provitamina A, fenoles, carotenoides y capsaicinoides (Materska, 2014).

Se ha encontrado que el estrés abiotico puede modificar las concentraciones de bioactivos en
los frutos. Al analizar la expresion de los genes clave en la biosintesis de capsantina, un
carotenoide en gran parte responsable del intenso color rojo en frutos de pimiento, se
encontro que la transcripcion de los genes Lcyb y Crtz es altamente sensible al estrés hidrico.
La sequia inhibi6 significativamente la expresion de estos genes en las etapas tempranas y
medias del desarrollo de fruto, lo cual pudo estar detras de la reduccién de la sintesis de
capsantina (Tian et al., 2014). En otros estudios se ha encontrado una relacion entre la
concentracion de bioactivos, la estacion del afio en que se realiza el cultivo y el grado de
madurez del fruto. Las concentraciones de &cido ascérbico y capsaicinoides son mayores en

frutos maduros (Bae et al., 2014).

3.9 Cambios fenotipicos como respuesta al estrés abiotico

3.9.1 Desarrollo estomatal

Los estomas son pequefios poros regulables ubicados en la epidermis de las plantas, los cuales
permiten el intercambio de gases. En trabajos previos, se ha demostrado que el desarrollo
estomatal en Arabidopsis estd regulado por la cascada de las MAPK, entre ellos los
componentes destacables son: MAP2K YDA, MKK4, MKKS5, y las MPK3 y MPKG6 (Figura
9). La activacion de estos mddulos de MAPK inhibe la entrada de las células de empalizada

hacia linaje estomatal (Han y Torii, 2016).
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El Componente Represivo Policombo 2 (PRC2) y el Grupo Tritorax (TrxG) son proteinas
conocidas por reprimir o activar la transcripcion genética de forma epigenética. Las
diferencias en la metilacion del DNA gendmico han sido investigadas como base en un
posible rol en la memoria del estrés por sequia, sin embargo, ain no se ha encontrado una
correlacion entre la expresion genética y los niveles de metilacion del DNA en A. thaliana
(Colaneri y Jones, 2013).

Durante el desarrollo estomatal, factores de la transcripcion tipo Hélice base-Asa-Hélice
(bHLH) son parte del proceso de transformacion de células de la epidermis en células guarda.
Es importante mencionar a las proteinas PRC2, puesto que controlan a uno de estos factores
de transcripcion bHLH: el factor de la transcripcion FAMA.

SPEECHLESS, MUTE y FAMA son los reguladores maestros en el desarrollo estomatal y

sus funciones son las siguientes:

e SPCH: entrada a la primera division asimétrica. La no expresion de SPCH equivale a
la no formacion de estomas.
e MUTE: promueve la diferenciacion celular hacia células guarda.

e FAMA: es requerido para la diferenciacion de células guarda.
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Figura 9. Rutas de inhibicion de los reguladores maestros del desarrollo estomatal SPCH,
MUTE y FAMA, mediada por MAPK: MKK4/5, MPK3/6. Fuente: Han y Torii (2016).
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Sin embargo, FAMA es requerido para prevenir divisiones mitoticas subsecuentes de las
células guarda, y expresion ectopica de FAMA también puede promover la formacion de
células guarda en sitios inapropiados como la capa de meséfilo o en la epidermis de raiz
(Gray, 2007). También se ha visto que plantas cultivadas en baja humedad relativa tienen un
menor numero de estomas y los genes SPCH y FAMA son de novo metilados en las citosinas

y transcripcionalmente reprimidos (Tricker et al., 2012).

3.10 Aplicaciones foliares de H202 como herramienta biotecnolédgica ante la sequia 'y
su relacion con la hormesis

La hormesis es el efecto estimulante a bajas concentraciones de agentes potencialmente
toxicos. Con anterioridad se hizo mencion al H>O> como un agente tdxico a altas
concentraciones, por lo cual la célula lo mantiene en niveles bajos, y es en ese momento
cuando funge como un compuesto de las diferentes rutas de defensa de la planta. Para
encontrar un efecto hormético, es necesario indagar sobre cuél es la dosis méas baja de H20-
que puede aplicarse para obtener los efectos deseados: tolerancia a estrés medioambiental y

produccién de metabolitos secundarios de defensa (Hadacek et al., 2011).

En investigaciones previas, se ha utilizado el H202 (100 mM) como tratamiento exdgeno en
semillas de trigo (Triticum aestivum L.); éstas mismas fueron germinadas en condiciones de
sequia, encontrando un incremento en peso seco Yy longitud de raices cuando las plantas se
encontraban en etapa de semillero (Hameed & Igbal, 2014). Otras investigaciones previas
realizadas en explantes de raiz de cempasuchil (Tagetes erecta L.) mostraron que aplicar
H202 exdgeno en dosis 50 uM a 900 uM incrementaba el peso fresco de raiz cuando eran
sometidas a estrés por sequia (Liao et al., 2012). Se ha reportado que asperjar H202 en dosis
bajas disminuye los sintomas negativos por exposicion a sequia, o incrementa la tolerancia a
esta condicion; esto para cultivos de calabaza, frijol, soya, maiz y mostaza. El efecto
observado fue un incremento en los niveles de fotosintesis, altos niveles de antioxidantes y
contenido de clorofila, asi como altas actividades de las enzimas desintoxicantes superdxido
dismutasa (SOD) y catalasa (CAT) (Hossain et al., 2015). Sin embargo, también se ha
detectado actividad de la enzima fenilalanina-amonio-liasa (PAL) (Mejia-Teniente et al.,
2013) y actividad antimicrobiana en plantas de Capsicum annuum L. tratadas con dosis de 6,
14, 18 mM de H20> (Vargas-Hernandez et al., 2017).
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4 HIPOTESIS Y OBJETIVOS
4.1 HIPOTESIS

La aplicacion de perdxido de hidrogeno en plantas de chile jalapefio (Capsicum annuum L.)
modifica la hormesis, confiriendo a la planta tolerancia al estrés hidrico mediante la
activacion de genes de respuesta a estrés y el incremento en la produccion de metabolitos con

propiedades bioactivas en fruto.

4.2 OBJETIVO GENERAL

Inducir la activacion de la hormesis en plantas de Capsicum annuum L. para conferir

tolerancia al estrés hidrico a través de la aplicacion de peroxido de hidrogeno.

4.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Establecer un cultivo de chile jalapefio desde siembra hasta cosecha y someterlo a
condiciones de estrées hidrico.

e Identificar cambios en el crecimiento y desarrollo de la planta de chile tras la
aplicacion de perdxido de hidrégeno.

e Evaluar la expresion de respuesta a estrés y cambios en los niveles de metilacién del
DNA, por la aplicacion de perdxido de hidrogeno.

e Determinar niveles de metabolitos de respuesta a estrés con propiedades bioactivas

presentes en frutos y hojas de plantas elicitadas con perdxido de hidrogeno.
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5 MATERIALES Y METODOS

5.1 Seleccion del material vegetal

El material vegetal utilizado fue chile jalapefio variedad “Coronel”, el cual es una variedad
hibrida adecuada para regiones célido-himedas, resistente a bacteria. Su ciclo es precoz y
con buena fructificacién y amarre de frutos de buen tamafio, rectos, de color verde obscuro

y picante (Cuadro 3).

Cuadro 3. Ficha técnica de chile jalapefio “Coronel” por HARRIS-MORAN ®

Caracteristica Descripcion

Madurez relativa Intermedia-precoz

Resistencia a enfermedades Resistente a PVY:0.1.2 / Xcv:0-3, 7, 8; IR:

TEV
Color Exterior verde oscuro
Habito de la planta Compacta
Forma del fruto Mediano y grande en calor

5.1.1 Siembray germinacion del material vegetal.

Las semillas fueron sembradas en charolas de poliestireno expandido de 200 cavidades; como
sustrato se empleé peatmoss humedecido con agua acidulada a pH 5.5 a 6.5 con &cido
fosforico al 85 %. Una vez realizada la siembra, las charolas fueron colocadas dentro de una
camara de germinacion con variables ambientales ajustadas a temperatura 29 + 1 °C y
humedad relativa al 80 + 5 %, donde permanecieron hasta la emergencia de la radicula. Este
evento tuvo lugar cinco dias después de la siembra (dds); la plumula y cotiledones
aparecieron entre los dias 11 y 13 dds; la charola se llevé al invernadero experimental desde
el dia 11 dds.
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5.1.2 Manejo agronomico de las plantas de chile jalapefio.

Trasplante: Cuando las plantas tenian 4 hojas verdaderas y aproximadamente siete
centimetros de altura fueron trasplantadas en condiciones de hidroponia. El sistema de riego

y sustrato tuvieron las siguientes caracteristicas:

a) Sustrato tezontle con granulometria 17% grava, 74% arena, 3% finos y textura franco-
arenosa (ensayo realizado en el laboratorio de Hidraulica de la Facultad de
Ingenieria).

b) Bolsas de pléastico blanco/negro de 10 L de capacidad, perforadas.

c) Sistema de riego: tinacos de 600 L de capacidad, bomba monoféasica impulsora de %2
HP, tuberia de PVC hidraulico de 1” de diametro, manguera lisa de 16 mm de
diametro, gotero auto-compensante de 4 L/h, distribuidor de flujo a dos salidas, tubin
0 espagueti de 5 mm diametro, estaca reguladora de flujo de 2 L/h, timer de 16
tiempos.

Labores culturales: Para evitar estrés adicional, no se realizé ningun tipo de poda durante

todo el tratamiento ni aplicaciones foliares de ningun tipo.

Fertilizacion: Se aplico una nutricion (Cuadro 4) con base en los siguientes principios:

a) Etapa de establecimiento: ocurre el crecimiento vegetativo, la nutricion se realiza con base
en la solucién Steiner.

b) Etapa de floracién y fructificacion, la formulacion toma como base en la relacién K/N de
1.5.

Cuadro 4. Fertilizacion para cultivo de chile.

_ Nutriente (ppm)
Etapa fenologica

N P K Ca Mg S
Establecimiento 125 126 127 137 37 134
Floracion y Fructificacion 112 53 175 120 23 79
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Condiciones de seguridad: EI manejo de sustancias quimicas peligrosas esta regulado por
la NOM-017-STPS-1993 “Equipo de proteccién personal — Seleccion, uso y manejo en los
centros de trabajo” y la NOM-005-STPS-1998 “Condiciones de seguridad e higiene en los
centros de trabajo para el manejo, transporte y almacenamiento de sustancias quimicas
peligrosas”, por lo que el personal que manipule los acidos, asi como los fertilizantes, debe

utilizar:

e Anteojos de proteccion.

e Guantes contra sustancias quimicas.
e Mandil contra sustancias quimicas.
e Overol.

e Calzado ocupacional.

5.1.3 Localizacion del experimento.

Las instalaciones en las que tendra lugar la investigacion se ubican en el Campus Amazcala
de la Universidad Auténoma de Querétaro, el Marqués, Querétaro. Este municipio se localiza
al noroeste del estado de Querétaro: al norte a 20° 58°, al sur 20° 31°; al este 100° 09 y al
oeste 100° 24°. El cultivo se llevara a cabo en un invernadero de 50 m? de una sola nave,
disefio gotico y material de cubierta plastico de polietileno, con ventilacion forzada y

reduccién de radiacion con malla sombra del 60%.

5.2 Disefio experimental

El disefio experimental consistio en blogues al azar con 12 tratamientos con tres replicados
cada uno y tres plantas como unidad experimental. Los datos obtenidos fueron analizados
por medio del programa GraphPAD Prism 6 para el analisis estadistico y elaboracién de
gréficos. Las medias fueron comparadas utilizando la prueba de Dunnet con un 95% de nivel
de confianza (p < 0.05), tomando como control general las plantas cultivadas en capacidad

de campo y con aplicacion foliar solo de agua destilada (CC).
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5.3 Aplicacion de los tratamientos

Al inicio de la etapa de floracion (22 ddt) se realiz6 una primera aplicacién foliar de H2O2 en
concentraciones 2, 20 y 200 Mm, y como control agua destilada. Se realizd una segunda
aplicacion foliar 14 dias después (36 ddt). Posteriormente, las plantas fueron sometidas a
diferentes condiciones de humedad en el sustrato, expresadas en relacion al Potencial Hidrico
del sustrato (unidades en kPa) con base en los estudios realizados por Lin et al. (2015). Se
utilizaron sensores de humedad en suelo WATERMARK, modelo 200SS y un
WATERMARK Digital Meter (Figura 10):

e Condiciones de humedad:
o Capacidad de campo: -10 a 0 kPa.
o Estrés hidrico moderado: -30 a -60 kPa.

o Estrés hidrico por sequia: -60 a -140 kPa

Figura 10. Colocacion del sensor de humedad en suelo WATERMARK modelo 200SS.

5.4 Medicion de variables de crecimiento y desarrollo de la planta.

5.4.1 Inicioy duracién de las etapas fenoldgicas.

e Elaboracion de calendario de duracion y aparicion.
o Plantula, floracién, cuajado de fruto, cosecha.
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5.4.2 Morfologia de la planta por etapa fenologica

De manera semanal, se midio altura de la planta, diametro de tallo y nimero de flores
utilizando un flexémetro (Cadena, 3m) para medir la altura de la planta y un vernier digital
para medir didmetro de tallo (Vernier marca Mutitoyo Absolute y escala de 0 a 200 mm, con

resolucion 0.001 mm).

5.4.3 Densidad estomatal

El conteo de estomas se realiz6 en la parte adaxial (haz) y abaxial (envés) de hojas
completamente desarrolladas; se removi0 la cuticula manualmente y se tifié en una solucion
de azul de toluidina al 0.01% durante 3 minutos. Posteriormente se enjuago en agua destilada,
sumergiendo el tejido tefiido durante 3 minutos méas. Las muestras fueron colocadas en un
cubreobjetos, luego hidratadas con una solucién 1:1 de glicerol-agua. Los materiales fueron
examinados al microscopio a 40X (Leica ICC50 HD). Tres areas por hoja (tanto adaxial como

abaxial) fueron examinadas.

5.4.4 Seleccién y recoleccion de muestras.

e Hojas
o Las hojas fueron cortadas con tijera, se envolvieron en aluminio e
inmediatamente fueron congeladas con nitrégeno liquido. Las muestras se
guardadas en bolsas de plastico para su posterior almacenamiento a -80 °C
hasta su analisis.
e Frutos obtenidos de la primera y segunda cosecha.
o Los frutos se llevaron al laboratorio envueltos en aluminio para anélisis
morfoldgicos y colorimétricos; se removio el exceso de polvo con sanita, se
separd la parte comestible de la no comestible (placenta y semillas) y
posteriormente se congelaron con nitrogeno liquido. Fueron almacenados a -

80 °C hasta su analisis.
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5.5 Andlisis realizados a las muestras.

e Muestra de hoja: a partir de las muestras congeladas en nitrégeno liquido se realizé
extraccion de DNA para andlisis de perfil de metilacion de DNA gendmico,
extraccion de RNA para identificacion de genes de respuesta a estrés sod, pal y cat
por medio de RT-PCR, y extracto metandlico para determinacion de contenido total
de fenoles y flavonoides.

e Muestra de fruto: se realizaron los analisis de calidad de fruto: se midio6 peso fresco,
longitud, y caracteristicas de color (L*, Chromay &ngulo de Hue); también ser realizo
extracto metandlico para determinacion de contenido total de fenoles, flavonoides,

capsinoides y capsaicinoides.

5.6  Andlisis moleculares

5.6.1 Extraccién de DNA

La preparacion de la muestra para la extraccion de DNA fue la siguiente: 100 mg de muestra
fresca congelada (hoja) fue pulverizada en nitrégeno liquido y mezclado con 750 ul de buffer
CTAB, seguido por un periodo de incubacion de 5 minutos a 65 °C. Posterior a la incubacion,
se afladieron 750 pl de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) y se agitaron en vortex durante
15 segundos. Las muestras fueron centrifugadas a 12, 000 RPM por 5 min a 4° C. La fase
acuosa sobrenadante fue transferido a un nuevo tubo Eppendorf y se afiadié un equivalente a
2/3 del volumen recuperado de isopropanol a 4° C y 1/10 del volumen recuperado de acetato
de sodio 5 M; posteriormente se centrifugd a 12, 000 RPM por 5 min a 4 °C. La pastilla
precipitada se lavé con etanol frio al 70%. Se dejé secar el pellet dentro de campana de aire

y se resuspendid en agua libre de nucleasas estéril.

5.6.2 Extraccion de RNA

La preparacion de la muestra para la extraccion de RNA fue la siguiente: 100 mg de muestra
fresca congelada (hoja) fue pulverizada en nitrogeno liquido y mezclado con 750 pul de Trizol,
seguido por un periodo de incubacion de 5 minutos. Posterior a la incubacion, se afiadieron
750 ul de cloroformo y se agitaron en vortex durante 15 segundos. Las muestras se dejaron

incubar a temperatura ambiente por un periodo de 2-3 minutos. Posteriormente fueron
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centrifugadas a 12, 000 RPM por 15 min a 4° C. La fase acuosa sobrenadante fue transferido
a un nuevo tubo Eppendorf y se afiadio el equivalente al volumen recuperado
(aproximadamente 750 ul) de isopropanol a 4° C y se dejo reposar a temperatura ambiente
por 10 minutos. Posteriormente se centrifugd a 12, 000 RPM por 5 min a 4 °C. El precipitado
forma una pastilla. Se elimino el sobrenadante y se adicion6 un 1 ml de con etanol frio al
70% y se centrifugo a 7500 g por 5 min a 4 °C. Este paso se conoce como lavado con etanol.
Terminado el periodo de centrifugacion, se retird la fase acuosa de los tubos y fueron
colocados dentro de campana de aire para dejar secar la pastilla. Finalmente, la pastilla

suspendi6 en 35 ul de agua libre de nucleasas estéril.

5.6.3 Niveles de metilacion de DNA gendémico

La medicién del porcentaje de metilacion fue utilizando un KIT ELISA para 5-mC (ZYMO
RESEARCH), de acuerdo con las instrucciones provistas en el manual. La relaciéon (ratio) de
la ‘densidad de dinucléotidos CpG/ longitud del genoma’ fue aquel para Arabidopsis
thaliana, 0.022 (Ashikawa, 2001), dando un factor resultante de 3.409 utilizado para el ajuste
de datos.

5.6.4 RT-PCR para identificacion de sod, pal y cat.

La reaccién en cadena de la polimerasa por transcriptasa reversa (RT-PCR) se realiz6 con el
kit First Strand cDNA Synthesis #K1612 de ThermoFisher Scientific. La reaccion de sintesis

tuvo lugar en un termociclador y consistio en los siguientes ciclos:

1. Abrir cadenas ricas en enlaces GC: 1 ciclo de 5 minutos a 65 °C. Pausar.

2. Sacar los tubos del termociclador y enfriar las muestras en hielo durante 5 minutos.
Volver a colocar dentro del termociclador.

3. Inicio de la reaccion: 1 ciclo de 60 minutos a 37 °C.

4. Finalizar con 1 ciclo de 5 minutos a 70 °C para terminar la reaccion e inactivar
enzimas.

5. 1ciclo (tiempo ilimitado) a 4 °C para almacenar los tubos en caso de que las muestras

no puedan ser removidas del termociclador tras la finalizacion de la reaccion.
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Los productos de la RT-PCR se verificaron en un gel de agarosa al 1-1.2%, mezclando 3 pl
de GelRed y 5 pul de muestra. Se utilizé6 como marcador de peso molecular MassRuler DNA

Ladder ready to use, mezclando 3 pul de GelRed y 5 ul de marcador.

Una vez sintetizado el cDNA, se procedié a amplificar los genes de interés (sod, pal y cat)
utilizando los oligos forward y reverse especificos para cada gen. Para la reaccion de PCR se
utilizoé el kit Hot-Start DNA Polimerase & Master mixes de ThermoFisher Scientific. La
polimerasa Hot-Start es inactiva a temperatura ambiente, lo cual reduce el riesgo de
formacion de productos no especificos. Requiere un periodo de activacion que debe ser

incluido en el ciclo de reaccion de la PCR.
La reaccion tuvo lugar en un termociclador /marca, modelo/ de la siguiente manera:

1. Activacion de la enzima Hot-Start: 1 ciclo de 4 minutos a 95 °C.

2. Inicio de la reaccion en cadena de la polimerasa, constituida por 30 ciclos de tres
etapas: a) Desnaturalizacion del DNA: 2 minutos a 95° C, b) Alineamiento del oligo
con la cadena molde de DNA: 2 minutos a 60 °C, ¢) Extension de la cadena por accion
de la polimerasa: 30 segundos a 72 °C.

3. Elongacion final: 1 ciclo de 5 minutos a 72 °C.

4. Enfriamiento: 1 ciclo (tiempo ilimitado) a 4 °C para almacenar los tubos en caso de
que las muestras no puedan ser removidas del termociclador tras la finalizacién de la

reaccion.

Los productos de la PCR se verificaron en un gel de agarosa al 1-1.2%, mezclando 3 ul de
GelRed y 5 ul de muestra. Se utilizé6 como marcador de peso molecular “MassRuler DNA
Ladder ready to use” de ThermoFisher Scientific, mezclando 3 ul de GelRed y 5 ul de

marcador.
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5.7 ldentificacion y cuantificacion de metabolitos de respuesta a estrés con
propiedades bioactivas: Capsaicinoides totales, Fenoles y Flavonoides totales.

5.7.1 Extracto metandlico

Para la caracterizacion de estos compuestos presentes en el fruto se realiz6 una extraccion

metanolica de la muestra de hoja congelada, de la siguiente manera:

e Preparacion de la muestra. Se pes6 1 g de muestra fresca congelada y colocé en un
tubo Falcon estéril de 50 ml.

e Se adicionaron 10 ml de metanol grado reactivo.

e Cubrir el tubo Falcon con papel aluminio y cerrar perfectamente.

e Agitacion durante 24 horas en Orbit 1000 Digital shaker (Labnet).

e Centrifugacion a 15 000 rpm durante 10 minutos a 4° C.

e Filtrar con membrana de 0.45 micrometros si el analisis se realiza en cromatografo

Gases-Masas.

5.7.2 Determinacién de Fenoles Totales

La determinacion de contenido de fenoles y flavonoides, método de Folin-Ciocalteau, se
realiz6 de acuerdo a lo reportado por Garcia-Mier et al. (2015):

Tomar 40 ul de extracto metandlico y colocar en tubo Falcon de 15 ml. Adicionar 460 ul de
agua destilada, 250 ul de reactivo de Folin-Ciocalteau (Sigma), 1250 ul de Na,COs al 20 %,
cerrar el tubo y agitar en vortex. Dejar reposar 2 horas en la oscuridad. Transcurrido el
tiempo, colocar 200 ul de la mezcla en una microplaca de 96 pozos. Leer la absorbancia a
760 nm en multiescaner UV-Vis (Multiskan FC, Thermo Fisher). Como blanco se utiliza del
mismo metanol grado reactivo empleado para la extraccion metandlica. Curva de calibracion
en ANEXOS.

5.7.3 Determinacion de Flavonoides Totales:

Tomar 50 ul de extracto metandlico y colocar directamente en la microplaca de 96 pozos.
Adicionar 180 pl de agua destilada, 20 ul de 2-aminodifenil borato al 1%. Leer la absorbancia

a 404 nm en multiescaner UV-Vis (Multiskan FC, Thermo Fisher). Como blanco se utiliza
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del mismo metanol grado reactivo empleado para la extraccion metandlica. Curva de
calibracion en ANEXOS.

5.7.4 Determinacion de Capsaicinoides Totales:

Determinacion de contenido de capsaicinoides por Gases-Masas (Agilent Serie 1200, 6120
Quadrupole) con bomba cuarternaria (G1311A), detector UV-Vis y automuestreador de

acuerdo a lo reportado por Garcia-Mier et al. (2015).
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6 RESULTADOS Y DISCUSION
6.1 Fenotipo

6.1.1 Desarrollo de los 6rganos de la planta: hoja, flor y fruto

Una vez emergidas, las plantas fueron trasladadas al invernadero donde se conduciria el
experimento. Fueron trasplantadas cuando presentaron 4 hojas verdaderas (Figura 11). El
crecimiento de las plantas fue homogéneo durante el establecimiento del cultivo (periodo de
22 dias posteriores al trasplante, Cuadro 5), y el coeficiente de uniformidad de riego del

sistema de riego correspondia a niveles aceptables del 97%.

Cuadro 5. Registro de fechas importantes durante el ciclo de cultivo.

Etapa Fecha Observaciones
Siembra 06-agosto-2016 Peat moss humedecido con agua ajustada a un
pH=5.8 (se empled acido fosforico al 55%)
Emergencia 11-agosto-2016 Porcentaje de germinacién: menor al 50%
14-agosto-2016 Porcentaje de germinacion: 76%
Trasplante 18-septiembre-2016 Cuatro hojas verdaderas. 43 dds.
Floracion 02-octubre-2016 Boton floral en menos del 50% de las plantas
06-octubre-2016 Botdn floral detectado en 77% plantas.
Inicio de solucion nutritiva para floracion.
Aplicacion 1 10-octubre-2016 22 ddt. Realizada a las 18:00 hr.
Foliar: 3 ml/planta asperjados gota fina
Fructificaciébn ~ 20-octubre-2016 Antesis en plantas de DH200.
Aplicacion 2 24 octubre-2016 36 ddt. Realizada a las 18:00 hr.
Foliar: 3 ml/planta asperjados gota fina
Cosecha 29-noviembre-2016 Cosecha 1: 72 ddt

19-diciembre-2016 Cosecha 2: 92 ddt

La primera aplicacion foliar se realizo 22 ddt, cuando las plantas presentaron la formacion
de botones florales; fue realizada por la tarde (18:00 horas) utilizando una aspersora manual
de 2 L de capacidad y rociado fino. 24 horas posteriores a la aplicacion se examinaron las
hojas, siendo las plantas que presentaron mayores dafios aquellas tratadas con dosis 20 y 200
mM de H,O> (Figura 12). En estas plantas, el dafio se presentd de moderado (quemaduras

superficiales en la epidermis a lo largo del tejido vascular) a severo (hojas perforadas).
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Figura 11. A) Planta con cuatro hojas verdaderas (43 dds). B) Plantas en bolsas

individuales con sistema de riego por goteo.
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Figura 12. Apariencia de las hojas 24 horas posteriores a la aplicacion foliar de las
diferentes dosis de H202. A) Control: sin afectacion. B) 2 mM: manchas blanquecinas en
las hojas bajeras. C) 20 mM: Quemaduras leves color café-rojizo en las zonas concavas del
tejido vascular. D) 200 mM: Dafio severo, quemaduras extensas y formacion de agujeros.
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Las flores se desarrollaron completamente, el color de los pétalos era blanco lechoso y las
anteras presentaban polen abundante; una vez polinizadas, los pétalos decaian y pasaban a
ser color blanco-amarillento. Las flores de las plantas sometidas a estrés por sequia (SQ = -
140 a -60 kPa) tenian un tamafio menor que las flores producidas por las plantas irrigadas a
capacidad de campo (CC =-10 a 0 kPa) o déficit hidrico (DH = -60 a -30 kPa). Las primeras
plantas en presentar flores en antesis fueron las correspondientes al tratamiento DH200.

Para la primera cosecha (72 ddt), las plantas cultivadas en capacidad de campo y déficit
hidrico si produjeron fruto; en las plantas cultivadas en condiciones de sequia la flor
si era polinizada, pero el fruto cuajado era abortado (Figura 13). Por esta razon, las
plantas producidas en sequia solo tuvieron cosecha hasta el segundo corte (92 ddt).
El aborto de fruto puede atribuirse a diversos factores, entre ellos al control hormonal,
donde el etileno (ET) y auxinas juegan un rol clave. Tanto ET como ABA son
hormonas relacionada con la senescencia provocada por estrés oxidativo (derivado de
las aplicaciones de H202 y por la sequia), siendo el ET un mensajero involucrado en
la muerte celular programada (PCD) (Sinha et al., 2014). Otra variable involucrada
en el aborto de fruto son las condiciones ambientales, tales como estrés por altas
temperaturas (Marcelis et al., 2004), factor asociado al aborto de las flores y frutos.
Este factor es considerado, dado que dentro del invernadero se llegaron a registrar
temperaturas superiores a los 30 °C durante los periodos de floracion y fructificacion
(Figura 14).

Figura 13. A) Flor de chile, completamente desarrollada y con polen abundante en anteras.
B) Flor polinizada con cuajado de fruto. C) Aborto de fruto.
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6.1.2 Dimensiones de la planta

El crecimiento de la planta fue monitoreado semanalmente hasta la segunda cosecha (92 ddt).
En cuanto a la altura de la planta y grosor del tallo, los tratamientos no tuvieron diferencia
estadistica con respecto al control, CC. No asi con el numero de hojas por planta, donde si
hubo diferencias significativas (Cuadro 6 y Figura 14). En capacidad de campo, a mayor
concentracion de H2O» aplicado, mayor nimero de hojas por planta; por lo contrario, la
reduccion en el numero de hojas fue significativo para déficit hidrico y altamente
significativo en sequia, comparado con el control CC. EI menor nimero de hojas se presento
en los tratamientos de sequia elicitado con 20 y 200 mM H20. (SQ20 y SQ200,

respectivamente).

Cuadro 6. Altura, didametro de tallo, nimero de hojas en funcion de la dosis de aplicacion
foliar de H2O2 y régimen de irrigacion a los 92 ddt (segunda cosecha). Control general:
capacidad de campo asperjado solo agua (CC).

Control 2mMH202 20 MM H202 200 mM H20:2

Altura de planta 93 ddt

(cm)

CcC 153a 1550 a 16.30* 16.00 a
DH 15.20a 13.78a 14.28 a 1551 a
SQ 15.68a | 13.67* 13.86 a 14.13 a
Diametro de tallo 93 ddt

(mm)

CcC 4.36 a 4.86 a 48la 519a
DH 391a 3.36* 3.67 a 3.87a
SQ 3.68a 3.57a 3.29* 3.50a
Numero de hojas 93ddt

(n plant®)

CcC 32.75a 39.69a 40.11a 48.22%**
DH 22.25a 17.22** 19.44* 20.11*
SQ 19.00a 19.22* 15.44** 17.00**

Valores seguidos por la misma letra no presentaron diferencias significativas a un nivel de
confianza p<0.05 — (Prueba de comparaciones mdultiplas Dunnet). Verde: control.
Anaranjado: Valores significativamente menores al control. Amarillo: Valores
significativamente mayores al control. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001

32



cc €02, €@  cC200

i“z&ﬁ

DH2 DH20 DH209

e

iﬁ‘» Y

SQ20 SQ200

Figura 14. Apariencia del follaje posterior a la segunda cosecha (92 ddt).

En el presente estudio, los tratamientos con la interaccion riego insuficiente y sequia
presentaron los indices mas altos de defoliacion. Es posible observar en la Figura 14 los
efectos mas notorios en los tratamientos de sequia: SQ, SQ2, SQ20 y SW200. Uno de los
efectos fisioldgicos de la sequia es la senescencia de las hojas; este proceso esta regulado
tanto por factores endégenos como ambientales, y contribuye a la reubicacion de los
nutrientes desde las hojas senescentes hacia las hojas jovenes, flores y frutos (Munné-Bosch
& Alegre, 2004). La removilizacion requiere transporte por floema; los macronutrientes N,
P, S, K'y Mg (con excepcion del Ca) son altamente mdviles, mientras que micronutrientes
Fe, Zn, Cu, Ni, Mo, B y CI (con excepcion del Mn) son menos mdviles, y cada uno se
moviliza con mayor o menor eficiencia (White, 2012; Maillard, et al., 2015). La senescencia
induce la abscision foliar, especialmente durante condiciones de sequia, y con ello las plantas
reducen las pérdidas de agua por transpiracion, permitiendo un balance hidrico adecuado en
la planta (Parker & Pallardy, 2011).
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6.1.3 Densidad estomatal

En los resultados del presente estudio podemos observar dos fendmenos distintos en la

densidad estomatal en las zonas adaxial (haz) y abaxial (envés) de la hoja. De acuerdo con la

combinacion de factores dosis de perdxido y riego, se generan dos grupos distintos: Grupo

1) las plantas sometidas a aplicacion de H20> y continuacion del riego a capacidad de campo,

y el Grupo 2) plantas que recibieron la aplicacion inicial de H20; y el subsecuente estrés

hidrico en dos niveles: déficit hidrico y sequia (Figura 15). Este contexto es importante, dado

que la densidad estomatal sugiere indicios de lo que pudiera estar ocurriendo a nivel

molecular en la tolerancia a estrés hidrico.

GRUPO 1. Elicitacién sin estrés subsecuente

Peréxido de
hidrégeno

Peréxido de
hidrégeno

GENES DE DEFENSA:
SOD, PAL, CAT

METABOLITOS DE DEFENSA
FENOLES, FLAVONOIDES,
CAPSAICINA

CASCADAS DE DEFENSA
MAPK

METILACION DNA, DESARROLLO
ESTOMATAL

GENES DE DEFENSA:
SOD, PAL, CAT

METABOLITOS DE DEFENSA
FENOLES, FLAVONOIDES,
CAPSAICINA

CASCADAS DE DEFENSA
MAPK

METILACION DNA, DESARROLLO

ESTOMATAL

Riego a capacidad de

REUTILIZACION DE
METABOLITOS DE DEFENSA

TOLERANCIA AL ESTRES
METILACION DNA,
DESARROLLO ESTOMATAL,
DESARROLLO Y CRECIMIENTO

METABOLITOS DE DEFENSA
ASOCIADOS A FRUTOS

Figura 15. Diagrama propuesto para la induccion de la tolerancia a estrées hidrico.

Elaboracion propia, 2017.
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Partiremos de la figura 15. En ella vemos como el GRUPO 1, sometido exclusivamente al
estrés inicial por H20>, obtiene un patron de respuesta en donde estan involucrados los genes
de respuesta a estrés, metabolitos de defensa, activacion de la cascada de MAPK y metilacion
del DNA. Sin embargo, el segundo grupo sufre el estrés inicial por la aplicacion de H,Oo,

pero es sometido a un estrés hidrico subsecuente.

La hipotesis del trabajo aqui realizado es que el H20O2 puede ser utilizado como inductor de
tolerancia a sequia y genera modificaciones genéticas, metabdlicas y fenotipicas para tolerar
el estrés hidrico subsecuente. Esta suposicion implica que parte del material de defensa
generado tras la aplicacion del H2O- sera utilizado por la planta para hacer frente al nuevo
estrés por sequia. De esta forma, los efectos del H.O. pueden ser abordados como dos
fendmenos temporales: a) produccion inicial de los metabolitos de defensa generados por el
estimulo por H2O., los cuales son utilizados para que la planta pueda resistir el estres
oxidativo inicial per se, y b) al enfrentarse a una condicion secundaria de sequia, los
metabolitos sintetizados en un inicio proveen un efecto de proteccion, por lo cual la
intensidad del dafio por estrés es menor (la planta estaria mejor preparada para recibir el
estrés por sequia). En estos fendmenos estan involucradas las MAPKS, sefializadoras del
desarrollo de la planta y en la respuesta a estrés, asi como reguladoras del linaje estomatal,
es por ello que la densidad de estomas en la hoja juega un papel importante en la confirmacién

de esta hipétesis (Figura 15).

Las modificaciones en la densidad estomatal en respuesta a la sequia varian entre especies
de plantas, y es dependiente de la severidad del déficit de agua (Cuadro 7) (Hamanishi et al.,
2012).

Cuadro 7. Modificacion en densidad estomatal ante sequia en diferentes especies de plantas.

Especie de planta Densidad estomatal ante sequia Autor

Trigo Reduccion Quarrie y Jones, 1977
Cebada Hughes et al., 2017
Pasto Aumento Xu'y Zhou, 2008
Tomate Farber et al., 2016
Cacahuate Sin alteracion Clifford et al., 1995
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Partiendo del analisis de densidad estomatal en el envés de la hoja (Figura 16) se puede
observar la relacion que existe entre la dosis de H202 aplicado y el tipo de régimen hidrico.
En las plantas asperjadas con H.O: irrigadas a capacidad de campo se observa el patron
esperado: una mayor dosis de H2O> implicaria un mayor estrés oxidativo, por lo cual las ROS
activarian la ruta de MAPK, especificamente las MKK4, MKK5, MPK3 y MPKG®, las cuales
limitarian el desarrollo estomatal al inhibir a los factores de transcripcion SPCH, MUTE y
FAMA. Un efecto similar se observa en las plantas sometidas a déficit hidrico, siendo la

cantidad de estomas ligeramente mayor que en las plantas irrigadas a capacidad de campo.

Densidad estomatal en el envés de la hoja

2504

2004
150+
Kk -
*kkk
100- T *kkk
50- ****
*kkk
T
0-

ccC CC2 CC20 CC200 DH DH2 DH20 DH200 SQ SQ2 SQZO SQ200

Densidad estomatal abaxial ( estomas mm'2)

Tratamiento

Figura 16. Densidad estomatal a los 92 ddt. a) Superficie adaxial (haz) y b) Superficie abaxial
(enves). Diferencias significativas: *p<0.05, **p<0.01, ****p<0.001, control global: CC.

En el caso de las plantas sometidas a déficit hidrico y asperjadas con una dosis 200 mM de
H20. y aquellas sometidas a sequia aunada al estimulo inicial de H>O2 ocurre un patron
distinto. En estas plantas el desarrollo estomatal no presenta diferencia significativa con el

control, incluso llega a ser mayor (caso SQ2, Figura 16).

Es importante considerar que una planta mantendra sus estomas cerrados durante las horas

de mayor temperatura, cercanas al medio dia, y ante una reduccién en el potencial hidrico
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del xilema, lo cual ocasionaria disminucion en la turgencia de las células epidérmicas y por
ende, relajaria la presion ejercida sobre las células guarda del estoma (Raschke, 1970), pero
durante las horas donde temperatura, humedad relativa y la relacién entre el continuo
hidraulico suelo-planta-atmdsfera sean favorables, estos se abrirdn para permitir el

intercambio gaseoso (Buckley, 2005).

Hepworth et al. (2015) investigaron la densidad estomatal en Arabidopsis thaliana como una
herramienta potencial para mejorar la tolerancia a sequia; sus resultados demuestran que
plantas con la mitad de densidad estomatal que el control reducian los niveles de
transpiracion, conservaban la humedad en suelo y mantenian niveles de nitrégeno en raiz
ante condiciones de baja disponibilidad de agua; otro hallazgo interesante en su investigacion
fue que plantas con el doble de estomas que el control poseian una mayor capacidad de
absorber nitrogeno, y una reducida conductancia estomatal conforme aumentaban los dias
expuesta a sequia. Esta hipotesis se complementa con la teoria de la defoliacion, donde las
hojas senescentes migran sus nutrientes hacia las hojas nuevas (Munné-Bosch y Alegre,
2004). Conjuntando las respuestas encontradas por Buckley (2005) y Hepworth et al. (2015)
en el caso de estomas, un mayor numero de estos drganos favorece el intercambio gaseoso y
la translocacién de nutrientes dentro de la planta cuando las condiciones ambientales lo
permitan, compensando asi el menor nimero de hojas derivado de la defoliacién por

senescencia.

Un mayor nimero de estomas sugiere una mayor capacidad para amortiguar los efectos
negativos del estrés oxidativo, esto es, disminuir la produccion de MAPK y con ello evitar la
represion de los factores de transcripcion SPCH, MUTE y FAMA necesarios para el
desarrollo estomatal. Sin embargo, las condiciones de estrés también suelen ir acompariadas
de deficiencias en la regulacion genética y metabdlica de la célula, lo cual sugiere que
encontrar un mayor nimero de estomas en el haz comparado con los estomas presentes en el
control, puede deberse a errores en el control de la diferenciacion del linaje estomatal,
particularmente podemos referirnos a FAMA, puesto que un mal funcionamiento en la
regulacion de este factor de transcripcion promueve la formacion de estomas en sitios
inadecuados, como lo son en los tejidos mesofilos de empalizada o en la epidermis de la raiz
(Figura 17 y 18) (Gray, 2007).
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Densidad estomatal en el haz de la hoja
250-

200+

150+

*kkk
100- - Fkkk *kkk

50+

Densidad estomatal adaxial (estomas mm'z)

*kk

CC CC2 CC20 CC200 DH DH2 DH20 DH200 SQ SQ2 SQ20 SQ200

Tratamiento

Figura 17. Densidad estomatal a los 92 ddt. a) Superficie adaxial (haz) y b) Superficie abaxial

(envés). Diferencias significativas: *p<0.05, **p<0.01, ****p<0.001, control global: CC.

Figura 18. Microfotografias del conteo estomatal a los 92 ddt observado al microscopio con
aumento de 40X. Adaxial: a) CC, b) DH200, c) SQ2. Abaxial: d) CC, e) DH200, c) SQ2.
Bar=50 pum.
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6.1.4 Clorofila

Los resultados muestran que estadisticamente no hubo diferencias entre la concentracion de
clorofila presente en la mayoria de los tratamientos, excepto en los tratamientos de SQ y
SQ20. Sin embargo, la dispersién los datos no permite un analisis mas detallado, incluso

siendo normalizados (Figura 19).

99% Intervalo de confianza (Dunnet)

CC - SQ2004
CC -5Q20 ~
CC -8Q2 A
CC -8Q-
CC -DH200 +
CC - DH20 ~
CC -DH2 A
CC - DHA
CC - CC200-
CC-CC20 ~
CC-CC2 +

-500 0 500 1000
Diferencia entre las medias de los grupos

i

Figura 19. Contenido de clorofila en hojas superiores a los 92 ddt.

6.2 Calidad de fruto

6.2.1 Frutos comerciales y no comerciales (dimensiones) y color de céliz

La variable de control para calidad de fruto comercial o no comercial se determiné de acuerdo
con el PC-011-2004.- Pliego de condiciones para el uso de la marca oficial México Calidad
Selecta en chile poblano, serrano y jalapefio, donde los frutos con longitud igual o mayor a 2

Y4 pulgadas de longitud son considerados comerciales.

Los chiles fueron cosechados en estado inmaduro, color verde, sin aparicién de manchas
rojizas ni grietas. Las plantas de chile regadas a capacidad de campo incrementaron el nimero
de frutos cuando se les aplicaba H>O2, independientemente de la dosis; sin embargo,
producian en su mayoria frutos no comerciales. Para déficit hidrico, el tratamiento DH200
presentd el mayor nimero de frutos, aunque mas del 90% fue no comercial. Dado el aborto
de flor en condiciones de sequia, este fue el tratamiento con menor nimero de frutos
producidos. En general, los frutos no desarrollaron la longitud adecuada establecida en el
PC-011-2004 para chile jalapefio, y por ende se obtuvo un mayor nimero de frutos no

comerciales (Cuadro 8).

39



Las caracteristicas de color no se vieron significativamente afectadas por los tratamientos
(Figura 20 y Cuadro 10). En cuanto al tono, los valores de Chroma y angulo de Hue se
mantuvieron en valores cercanos al control (sin diferencias significativas), oscilando entre
10-20 para chroma (chiles de color vivo) y 145-165 para angulo de Hue (tono verde); esta
combinacion dio como resultado chiles de color esmeralda, aunque algunos ejemplares

mostraban zonas violaceas en las puntas.
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Figura 20 . Chiles de los diferentes tratamientos en la primera cosecha.

Cuadro 8. Numero de frutos comerciales y no comerciales en funcion de la dosis de
aplicacion foliar de H20. y régimen de irrigacion.
Control 2mMH202 20mM H202 200 mM H202

Frutos totals

CcC 8 21 20 21
DH 2 2 4 11
SQ 5 8 4 5
Frutos comerciales

CcC 2 11 7 8
DH 0 2 1 1
SQ 3 2 3 3
Fruto no comerciales

CcC 6 10 13 13
DH 2 0 3 10
SQ 2 6 1 2
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Cuadro 9. Peso y longitud y promedio de frutos comerciales y no comerciales en funcién de

la dosis de aplicacion foliar de H2O> y régimen de irrigacion. Control estadistico: Capacidad

de campo asperjada solo agua (CC).

Control 2 mM H202 20 mM H202 200 mM H202
Frutos comerciales
Peso (g)
CcC 12.79 a 18.75a 17.52 a 23.99 a
DH - 9.74 a - -
SQ 6.93 a 8.85a 8.66 a 7.71a
Longitud (mm)
CC 63.96 a 68.65 a 76.13 a 78.34 a
DH - 69.99 a - -
SQ 62.64 a 68.16 a 68.03 a 58.79 a
Ancho (mm)
CcC 21.25a 201.4 a 22.41 a 24.53 a
DH - 17.94 a - -
SQ 16.59 a 16.29 a 17.51a 16.92 a
Frutos no comerciales
Peso (Q)
CcC 6.693 a 732a 6.893 a 7.543 a
DH 6.447 a - 3.09a 4.044 a
SQ 3.442 a 3.975a - 3.367 a
Longitud (mm)
CcC 45.41 a 46.62 a 39.58 a 34.95 a
DH 50.69 a - 41.63a 39.65a
SQ 41.73 a 37.01a - 39.34a
Ancho (mm)
CcC 16.25a 179 a 16.34 a 15.74 a
DH 17.83 a - 12.38 a 13.87 a
SQ 12.61a 12.47 a - 13.17 a

Valores seguidos por la misma letra no presentaron diferencias significativas a un nivel de
confianza p<0.05 — (Prueba de comparaciones multiplas Dunnet). Verde: control. Codigo: a:
sin diferencia significativa, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001
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Cuadro 10. Parametros de color medidos y calculados para frutos comerciales y no
comerciales en funcion de la dosis de aplicacion foliar de H2O2 y régimen de irrigacion.
Control estadistico: Capacidad de campo asperjada solo agua (CC).

Control 2 mM H0O; 20 mM H,0; 200 mM H,0,

Frutos comerciales

L*

CC 56.93 a 50.51a 46.98 a 53.54 a
DH - 55.98 a - -

SQ 60.91 a 55.83 a 53.16 a 66.07 a
Chroma

CC 24.32 a 13.47 a 12.65a 10.72 a
DH - 14.17 a - -

SQ 22.07 a 2491 a 20.18 a 21.02 a
Angulo Hue

CC 148.6 a 146.0 a 1459 a 164.3 a
DH - 148.4 a - -

SQ 147.2 a 1475 a 147.1 a 151.0a
Frutos no comerciales

L*

CC 62.36 a 64.06 a 66.06 a 67.39 a
DH 59.14 a - 69.69 a 69.85 a
SQ 73.42 a 70.21a - 68.45 a
Chroma

CC 12.15a 9.372a 9938 a 9.747 a
DH 9.457 a - 10.59 a 8.667 a
SQ 8.646 a 8.694 a - 6.997 a
Angulo Hue

CC 148.7 a 1515a 153.3a 1548 a
DH 151.7 a - 150.7 a 154.2 a
SQ 157.1a 154.7 a - 153.6a

Valores seguidos por la misma letra no presentaron diferencias significativas a un nivel de
confianza p<0.05 — (Prueba de comparaciones multiplas Dunnet). Verde: control. Cddigo: a:
sin diferencia significativa, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001
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6.3 Determinacion de compuestos bioactivos

6.3.1 Contenido total de fenoles y flavonoides en hoja.

Se tiene evidencia que las plantas sintetizan flavonoides con capacidad antioxidante cuando
son sometidas a estrés ambiental, principalmente para estabilizar a las ROS (Agati et al.,
2012). En el presente estudio, las plantas que enfrentaron condiciones de estrés hidrico
moderado, disminuyeron en contenido de fenoles y flavonoides en hoja. Para el caso de las
plantas elicitadas con H>O, 200 mM, los fenoles se ven draméaticamente disminuidos en un
23.8 % con respecto al control y los flavonoides en un 17.55 % (Figura 21); se tiene evidencia
que a las 120 horas después de exponer plantas de Arabidopsis a estrés hidrico medio o
sequia, el nivel de flavonoides era mayor en las plantas sometidas a sequia que las de estrés
medio (Shojaie et al., 2016).

Fenoles - Hoja - Déficit hidrico Flavonoides - Hoja - Déficit hidrico
250 250

200+ 2004

Fhkk
*kkk

150+ 150-

100+ 100

Contenido (mg/g peso fresco)
Contenido (mg/g peso fresco)

50+ 50- =
0- T 0- T
CcC DH DH200 CcC DH DH200
Tratamiento Tratamiento

Figura 21. Contenido total de fenoles (equivalentes de acido galico mg/g) y flavonoides

(equivalentes de rutina mg/g) en hoja para tratamientos en déficit hidrico.

La biosintesis de flavonoides antioxidantes suele incrementarse en plantas mas sensibles al
estrés que en aquellas tolerantes al estrés; las plantas sensibles al estrés muestran una primera
linea de defensa contra las ROS mucho menos eficiente, y subsecuentemente estan expuestas
a un mayor estrés oxidativo, por lo cual incrementan los niveles de compuestos antioxidantes
(Agati et al., 2012). Para las plantas expuestas a sequia hubo un aumento en el contenido de

flavonoides, incluso en las plantas elicitadas con 200 mM de H2O>; esto puede deberse a que
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el estrés generado por la sequia rebaso la linea de defensa producida en primera instancia por
el H20; y la planta requirio sintetizar mas flavonoides para contrarrestar el estrés oxidativo,
a pesar de que la variedad de chile jalapefio ha sido desarrollada para cultivo a cielo abierto

y en climas ligeramente calidos y secos (Arrowsmith et al., 2012).

Si bien los mayores niveles de flavonoides se encontraron en las plantas sometidas a sequia,
el contenido de fenoles también fue significativamente mayor (Figura 22). Se tiene reportado
que plantas severamente estresadas presentan niveles de flavonoides antioxidantes de 25-35
umol/g en base seca. En la presente investigacion el contenido de flavonoides se expresé en
equivalente de rutina; tras realizar la conversion de unidades a umol/g de rutina, las plantas
registraron valores de flavonoides entre 120.76 umol/g (CC), 99.56 pumol/g (DH200) y
173.99 umol/g (SQ200) de este compuesto. Otros autores reportan que el H.O> producido
en condiciones de estrés ambiental puede difundir hacia la vacuola, sitio donde los
flavonoides se encuentran almacenados principalmente, y de esta manera sirven como
sustrato para que las peroxidasas reduzcan el H2O3; es asi que los flavonoides pudieran ser
los responsables de mantener los niveles de H.O en concentraciones lo suficientemente bajas
para evitar la sefializacion hacia muerte celular, y en su lugar, mantenerlo en niveles de

molécula sefalizadora para incrementar la tolerancia a estrés (Fini et al., 2011).
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Figura 22. Contenido total de fenoles (equivalentes de acido galico mg/g) y flavonoides

(equivalentes de rutina mg/g) en hoja para tratamientos en sequia.
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6.3.2 Contenido total de fenoles, flavonoides y capsaicinoides en fruto

En cuanto a la ruta de polifenoles, existe un entrecruzamiento de la sintesis de flavonoides y
capsaicina en fruto. De acuerdo con los estudios realizados por Sukrasno y Yeoman (1993),
se tiene evidencia que la acumulacion de capsaicinoides va aunada a una disminucién en el
contenido de flavonoides. De igual forma, los niveles de capsaicina son altos en el estado
inmaduro (verde) y se reducen significativamente conforme aumenta el estado de madurez
del fruto (rojo); este comportamiento depende a su vez de la especie y variedad de chile
(Vera-Guzman et al., 2017).

En el caso C. annuum, para variedades de chile jalapefio, algunos estudios muestran niveles
de fenoles entre 7.45 y 10.28 mg/g, mientras que para flavonoides los valores oscilan entre
2.01 a 3.32 mg/g (Cuadro 11). En la presente investigacion, para el tratamiento con mejor
desempefio DH200, los valores de fenoles en fruto oscilaron alrededor de 0.8 mg/g
equivalentes de &cido galico, muy bajos con respecto a literatura para jalapefio. En cuanto a
flavonoides, los niveles se encuentran alrededor de 1.07 mg/g, también bajos con respecto a
los valores encontrados por Alvarez-Parrilla et al. (2011) para jalapefio cultivado sin estrés
(Figura 23).

En el caso del tratamiento elicitado DH200, la combinacién de elicitacion y estrés hidrico
disminuye significativamente el contenido de fenoles y flavonoides con respecto al control
CC, pero también muestra un aumento en el contenido de capsaicinoides, obedeciendo al
comportamiento descrito por Sukrasno y Yeoman (1993); el contenido de capsaicina sera
discutido méas adelante. Comparado con la seccion anterior, la sintesis de fenoles y
flavonoides se vio favorecida en hoja mas que en fruto, por lo cual, los niveles de polifenoles

en fruto corresponden a los capsaicinoides y capsinoides.

Si bien los flavonoides poseen propiedades bioactivas, los capsaicinoides poseen notables
propiedades antimutagénicas y antitumorales, las cuales son utilizadas para tratar neuralgias
ocasionadas por enfermedades virales, neuropatias diabéticas o dolor por artritis; de igual
forma, los capsaicinoides destacan por sus propiedades antimicrobianas (Dominguez-
Martinez et al., 2014).
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Figura 23. Contenido total de fenoles (equivalentes de acido galico mg/g) y flavonoides

(equivalentes de rutina mg/g) en fruto para tratamientos en déficit hidrico.

Cuadro 11. Valores de fenoles y flavonoides reportados para frutos de C. annuum.

Autor

Especie y variedad

Variedad comercial

Capsaicinoides

(mg/g base seca)

Vera-Guzman et
al., (2017)

Shaima et al.,
(2016)

Alvares-Parrilla et
al., (2011)

C. annuum var.
Jalaperio

C. annuum

C. annuum var.
Jalapefio
Sin estrés

No especificada

Sina verde

Godiuon verde

Asension
Flores Magon

Meoqui

FLV 10.32

FEN
FLV
FEN
FLV

19.21+0.41
13.62 £0.71
20.52 +0.02
10.28 £0.15

FEN 10.28 + 0.57
FLV 3.32+0.40
FEN 7.45+0.29
FLV 2.46 +0.18
FEN 10.10+0.71
FLV 2.01 +0.22

FEN: Fenoles, FLV: Flavonoides
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Los frutos analizados fueron cosechados en estado inmaduro (verde) a los 40 dias después
de antesis. En los frutos de chile, los niveles de capsaicina alcanzan su méaximo entre los 40
y 50 dias del desarrollo del fruto a partir de antesis (Reyes-Escogido et al., 2011). Es
importante destacar que la variedad ‘Coronel’ es picante, dado que para el control se
encontraron niveles de 5.7 mg/g de capsaicina; Al Othman et al. (2011) reporta para
variedades picantes de C. annuum valores de capsaicina de 4.249 mg/g, y para las variedades
de chile jalapefio ‘Flores Magon’ y ‘Don Julio’ en literatura se reportan valores de capsaicina
de 2.308 mg/g y 8.03 mg/g, respectivamente (Cuadro 12).

En el presente estudio, el estrés hidrico por si mismo increment6 los niveles de capsaicina en
un 25.9% comparado con el control CC; sin embargo, la aplicacién de H.O> acompafiado
con estrés hidrico moderado induce una sobreproduccion de capsaicina, obteniéndose
resultados de 10.76 mg/g muestra seca (DH200); expresado en porcentaje, se obtuvo el 1.07
% de capsaicina del total del peso del fruto (base seca), siendo un 85% mas que en el control
CC (Figura 24). Los valores de capsaicina obtenidos en DH200 son mayores incluso que los
valores reportados para otras variedades sin elicitar de C. annuum, C. chinense (habanero) y
C. annuum var. glariusculum (chiltepin), aunque en plantas expuestas exclusivamente a
sequia Sung et al. (2005) reportd valores entre 0.05 % y 1.15 % de capsaicina en peso seco
(Cuadro 12).

Capsaicinoides - Déficit hidrico

-
o
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@ Capsiato

Fekkk

Fekkk
Fkkk
ND ND =
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Figura 24. Niveles de capsaicina, dihidrocapsaicina y capsiato. EI Unico tratamiento con
presencia de los tres capsaicinoides es DH200, en niveles significativamente elevados con

respecto al control, CC. ND: no detectable.

47



Cuadro 12. Valores de capsaicinoides reportados para Capsicum spp.

Capsaicinoides

Autor Especie y variedad Variedad comercial
(mg/g base seca)
Materska y C. annuum. Bronowika Ostra CAP 0.442 £ 0.003
Perkucka (2005) Cosechado verde Cyklon CAP 0.269 = 0.001
Sin estrés Tornado CAP 0.043 £ 0.004
Tajfun CAP 0.029 £ 0.001
Al Othman et al., C. annuum Chile picante CAP 4.249 +0.1903
(2011) Chile verde CAP 0.138 + 0.0052
Pimiento verde CAP 0.001 £ 0.0009
Sung et al., (2005) C. annuum Beauty Zest Control CAP 7.0
Cosecha 40 dias Sequia CAP 11.5
después de floracion  Home flavor Control CAP 6.5
Estres: Sequia Sequia CAP 9.0
Hungariana Control CAP 5.0
Sequia CAP 5.0
Alvarez-Parrillaet  C. annuum Asension CAP 0.346 £ 0.0143
al. (2011) Jalapefio DHC 0.395 + 0.0158
Sin estrés Flores Magén CAP 2.308 + 0.0365
DHC 0.875 + 0.0061
Meoqui CAP 1.318 £ 0.0144
DHC 1.420 + 0.0585
Gonzalez-Zamora  C. annuum Don Julio. Control. CAP 8.03 £ 0.37
et al. (2013) Jalapefio DHC 2.48 £0.28

Butcher et al.
(2012)

Rochin-Wong et al.
(2013)

Estrés: temperatura
C. chinense
Habanero

C. annuum var.
glabriusculum

Don Julio. Estrés.

Diferentes
variedades

Chiltepin verde

CAP235+0.11
DHC 1.19 +0.08

CAP 0.15696 en
promedio

CAP4.17+0.11

CAP: capsaicina; DHC: Dihidrocapsaicina.
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En cuanto al capsiato es clasificado como capsinoide; carece de pungencia, pero comparte
algunas propiedades bioactivas de los capsaicinoides, destacando su actividad antioxidante
(Rosa et al., 2002); al igual que la capsaicina, el capsiato suele encontrarse mas

abundantemente en la placenta que en el pericarpio (Cuadro 13) (Wahyuni et al., 2011).

El tratamiento DH200 produjo a su vez capsiato y dihidrocapsacina, compuestos que se
encontraron en niveles no detectables en el control ni en déficit hidrico; el tratamiento DH200
mostré valores de 3.272 mg/g muestra seca para capsiato y 0.76 mg/g muestra seca para
dihidrocapsaicina. En trabajos previos se ha reportado que aplicaciones semanales de 200
mM de H20. en Capsicum annuum L. sin estrés hidrico puede llegar a niveles entre 1.12 y
1.36 mg/g muestra fresca (Zunun-Perez et al., 2017), por lo cual la combinatoria de deficit
hidrico mas aplicacion foliar de 200 mM en la variedad de chile jalapefio produce desde un
45% hasta un 92% mas de capsiato que los niveles reportados por Zunun-Pérez et al. (2017)
para C. annuum L. 509-45-1 (USDA/ARS/PGRU, USA).

El contenido de capsaicinoides y capsinoides obtenidos para el tratamiento DH200 resultan
interesantes, ya que ante condiciones de déficit hidrico moderado, la elicitacion puede ser
una opcidn para incrementar el contenido de estos bioactivos; de esta manera, las plantas
toleran el estrés ambiental y los frutos, a pesar de no alcanzar la calidad para ser
comercializados en fresco, poseen niveles altos de compuestos bioactivos, lo cual los hace

susceptible de incorporarse a las cadenas de valor de los procesos agroindustriales.

Cuadro 13. Estructuras de los principales capsaicinoides sintetizados en Capsicum spp.

Capsaicina Capsiato Dihidrocapsaicina

H;

H,C

o HO. cH
A M Hs : 0
H;C N HCo 0.
S
:©/\ CH @ Hs H
HO

3

HO O—CH.
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6.4 Expresion de genes de respuesta a estrés sod, pal y cat

Los resultados muestran que en todos los tratamientos esta presente el gen de pal, lo cual
pudiera sugerir una relacion con la produccién de capsaicina. Se distinguen bandas de mayor
intensidad den los tratamientos DH200 y SQ200, siendo también bandas de tamafio

significativo las correspondientes al estrés por si mismo, DH y SQ (Figura 25).

Sin embargo, para el caso de sod, la expresion de este gen estid ausente en las plantas
cultivadas a capacidad de campo (CC), posiblemente debido a que estas plantas estan
sometidos a bajos niveles de estrés oxidativo al ser suministradas de un riego adecuado; las
bandas de mayor intensidad corresponden al estrés hidrico por si mismo, DH y SQ,
disminuyendo la intensidad en las bandas en DH200 y SQ200. Esto puede deberse a que las
plantas DH y SQ no cuentan con los mismos niveles de metabolitos desintoxicantes y
antioxidantes inducida por la elicitacion con H202, sino que la formacion de H2O. ocurre de
novo, iniciando con la formacion del radical superdxido (O2) y es necesario que las plantas
expresen lasod para estabilizar a este radical libre. No se obtuvieron resultados concluyentes
para cat.

cC DH  DH200 SQ SQ200

100-150 pb

150-200 pb sod

Figura 25. Niveles de expresion de pal y sod en diferentes tratamientos.
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6.5 Niveles de metilacién de DNA genémico

Para estrés medio (déficit hidrico) existe una correlacion positiva entre el aumento de la
metilacion y la dosis de H>O> aplicada; a mayor dosis de peroxido hay correspondencia de
hipermetilacion (Figura 26). En cuanto a sequia, solo SQ200 presentd valores de
hipermetilacion con respecto al control. La metilacion del DNA esta relacionada con el
silenciamiento de genes (Deleris et al., 2016), aunque también es sabido que en adicion a los
factores involucrados para la tolerancia a estrés, los procesos de metilacion de DNA
genomico y las modificaciones postranscripcionales de histonas pueden influir en la
eficiencia de los genes de respuestas inducidos por estrés (Golldack et al., 2011).

Retomando el desarrollo del linaje estomatal, las proteinas PRC2 controlan la expresion de
FAMA epigenéticamente, y aunque aun no se ha encontrado una correlacion entre la
expresion genética y los niveles de metilacion del DNA en A. thaliana (Colaneri y Jones,
2013), es interesante que los niveles de expresidn mas altos elevados de metilacién se
encuentren en el tratamiento DH200 y SQ200, tratamientos que presentaron una elevada

densidad estomatal en el haz de la hoja.

Nivel de metilacién de DNA gendmico
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Figura 26. Niveles de metilacion de DNA expresado en porcentaje de 5-metilcitosina (%5-

metC), 10 dias posteriores a la primera aplicacion foliar de H20a.
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7 CONCLUSIONES

La aplicacion de H202 genera una serie de cambios fenotipicos, metabdlicos y genéticos en
las plantas de chile relacionadas con la ruta de defensa y activacion de la hdrmesis. Los
principales resultados sugieren que la aplicacion de 200 mM de H>O> figura como una opcion
factible para inducir la produccion de metabolitos secundarios en fruto y conferir tolerancia

a sequia.

En cuanto a los fendbmenos fisiologicos y genéticos, DH200 presenta el mayor nimero de
densidad estomatal y los valores mas altos de metilacién de DNA gendmico; también es el
tratamiento que mayor frutos produjo por debajo de aquellos obtenidos de plantas cultivadas
a capacidad de campo. La dosis de 200 mM de H20. pudiese ser un tratamiento propuesto
para mejorar la calidad de bioactivos en fruto, dado que es el Unico tratamiento que induce

la produccion de capsaicina, dihidrocapsaicina y capsiato en fruto.

Resulta pertinente realizar otro ciclo de cultivo para corroborar los datos aqui presentados y
de ser posible, estudios en campo para evaluar la efectividad del tratamiento y evaluar
rendimiento y calidad del fruto en sistemas productivos intensivos de chile jalapefio, donde
las principales caracteristicas son cultivo en suelo y fertilizacion de liberacion prolongada; o
de igual forma, en invernadero para sistemas que busquen la reduccién de consumo hidrico

e incremento de bhioactivos.
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ANEXOS

A. TAXONOMIA DE Capsicum annuum L.

Cuadro 14. Jerarquia Taxonomica de Capsicum annuum L (ITIS, 2016).

Jerarquia Taxonomica de Capsicum annuum L.

Reino Plantae
Subreino Viridiplantae
Infrareino Streptophyta

Superdivisién Embryophyta
Division Tracheophyta
Subdivision Spermatophyta
Clase Magnioliopsida
Superorden Asteranae

Orden Solanales

Familia Solanaceae

Género Capsicum

Especie Capsicum annuum L.




B. CONDICIONES AMBIENTALES DENTRO DEL INVERNADERO

Valores de temperatura en el invernadero

Temperatura (°C)
= N W Hh O
o O O o o o

5 8 1114 17 20 23 26 29 32 35 38 41 44 47 50 53 56 59 62 65 68 71 74 77 80 83 86 89 92
Dias después del trasplante (ddt)

— Max. de Temperature Min. de Temperature

Valores de radiacion maxima registrada por dia
& 700

(S Ne)
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DAT

Figura 27. Temperaturas y radiacion registradas en el invernadero durante el ciclo de
cultivo Agosto-Diciembre 2016, desde 5 hasta 92 ddt.
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C. ENSAYO CONTENIDO TOTAL DE FENOLES Y FLAVONOIDES. CURVAS
DE CALIBRACION.

Concentracion de rutina (ug/g)

Concentracion de acido galico (mg/g)

250

200

150

100

(%2
o

o

0.018
0.016
0.014
0.012

0.01
0.008
0.006
0.004
0.002

CURVA DE CALIBRACION PARA FLAVONOIDES TOTALES

y = 618.96x + 0.3829
R?=0.9995

Curva flavonoides

Lineal (Curva flavonoides)

0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35
Absorbancia (404 nm)

CURVA DE CALIBRACION PARA FENOLES TOTALES

y = 0.0855x + 0.0013
R? =0.9725

Curva fenoles

Lineal (Curva fenoles)

0.05 0.1 0.15 0.2
Absorbancia (760 nm)

El factor de dilucion fue 1:10 en todas las muestras, por lo que los valores calculados por la

ecuacion de la recta posteriormente se multiplicaron por este factor de dilucidn para obtener

los valores finales.
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D. ANALISIS MOLECULARES. PRIMERS Y MARCADOR DE PESO MOLEULAR

UTILIZADO.

Mn-SUPEROXIDO DISMUTASA.

NCBI data base: AF036936

Forward: CATGCAGCTTCATCACCAGA

Rerverse: ATAACAAGGCGCTTCAGCTC

FENILIALANINA AMONIO LIASA

NCBI data base: EU616575

Forward: TGGTGGATTTTTCGAGTTGCAGCCG

Reverse: TGGCAAAGCGCCACGAGATAGGTTG

Figura 28. Marcador de peso molecular utilizado en los ensayos moleculares.

MassRuler™ DNA Ladder Mix,

ready-to-use
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Cuadro 15. Porcentaje de metilacion de 5-metilcitosina del DNA gendmico (%5-metC) 10
dias posteriores a la primera aplicacion de H20.. Control: Capacidad de campo asperjado

solo agua (CC).

Control 2 MM H20: 20 mM H202 200 mM H202
%5-metC
CcC 6.227 a 3.787 a 4.690 a 4.870 a
DH 11.170 a 12.170* 13.440** 16.360***
SQ 9.930 a 5.738 a 6.720 a 15.020***

Valores seguidos por la misma letra no presentaron diferencias significativas a un nivel de
confianza p<0.05 — (Prueba de comparaciones multiplas Dunnet). Verde: control.
Anaranjado: Valores significativamente menores al control. Amarillo: Valores
significativamente mayores al control. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001
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