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ii. Resumen

El chile jalapefo es un cultivo susceptible a sequia y salinidad, con pérdidas de
rendimiento entre 50 y 70%. La deteccion temprana de condiciones de sequia y
salinidad en cultivos a través del monitoreo de respuestas morfoldgicas, fisioldgicas
y bioquimicas a estos tipos de estrés abidtico, asi como la identificacion de variables
para estudiar sus efectos es esencial para prevenir pérdidas de rendimiento,
optimizar el uso del agua y establecer estrategias de manejo del cultivo. Esta
investigacion tuvo como objetivo establecer modelos matematicos para describir
variables morfoldgicas, fisiolégicas y bioquimicas en cultivo de chile jalapefo
(Capsicum annuum L. variedad M.), sometidos a estrés por sequia y salinidad,
durante su ciclo fenoldgico y bajo condiciones de invernadero, con el propdsito de
lograr la deteccion temprana de dicho estrés en dicho cultivo. Plantas de chile
jalapefo se sometieron a cuatro niveles de sequia (40, 60, 80 y 100% de capacidad
de campo) y a 4 niveles de salinidad (0, 50, 75y 100 mM), desde la etapa vegetativa

hasta la etapa de fructificacion.

Las variables morfolégicas medidas fueron el diametro basal del tallo, la altura
de la planta, las variables fisioldgicas medidas fueron fotosintesis, transpiracion,
conductancia estomatica, déficit de presion de vapor y el indice de vegetacion de
diferencia normalizada (NDVI) cada tres dias para los experimentos de sequia y
cada semana para los experimentos de salinidad; las variables bioquimicas
medidas fueron la concentracion de prolina, asi como la actividad de CAT, SOD,
POD, APX, y PAL cada dos semanas. Se obtuvieron regresiones lineales por
minimos cuadrados de las respuestas morfologicas, fisiologicas y bioquimicas
acumuladas para cada nivel de sequia y salinidad, y se utilizaron valores 8
(pendiente de la ecuacidon generada por regresiones lineales) como estimador de

estrés utilizando el método de estimacion de intervalos.

Las plantas de chile jalapefio mostraron diferentes respuestas morfologicas,

fisiologicas y bioquimicas frente a los niveles de sequia y salinidad evaluadas
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durante diferentes etapas de su ciclo fenoldgico, mostrando una mayor sensibilidad

al estrés por sequia que al estrés salino.

Los valores B del modelo para la fotosintesis permitio la distincion entre todas las
condiciones de sequia evaluadas (intervalo de confianza de 95%). En el caso de la
sequia, los valores de 8 para la altura permitieron la distincion de los niveles de
NaCl de 0y 75 mM, y bajo ciertos rangos permitié la distincién de NaCl a 50 y 100

mM (intervalo de confianza de 80%).

El conocimiento generado mediante esta investigacion podria ser util para la
agricultura de precision, el desarrollo de sensores y la gestién del agua. Ademas,
se podria explorar la aplicacion del método propuesto para detectar y clasificar el
estrés por sequia en otras especies vegetales, contribuyendo al desarrollo de
sistemas agricolas resilientes. También, se podria evaluar la interaccién de las
respuestas monitoreadas para establecer otros modelos matematicos para mejora

de la productividad agricola.

Palabras clave: Chile jalapeno; indicador de estrés; modelo de regresién lineal;

sequia; salinidad.

18



iii. Abstract

Jalapeno pepper is a crop susceptible to drought and salinity, with yield losses of
between 50 and 70%. Early detection of drought and salinity conditions in crops
through monitoring of morphological, physiological and biochemical responses to
these types of abiotic stress and identifying variables to study their effects is
essential to prevent yield losses, optimize water use and establish crop management
strategies. This research aimed to develop mathematical models using
morphological, physiological and biochemical variables, which allow the detection of
drought and salinity stress in Capsicum annuum L. variety M. crops during their
phenological cycle and under greenhouse conditions. Jalapefio pepper plants were
subjected to four levels of drought (40, 60, 80, and 100% of field capacity) and four
levels of salinity (0, 50, 75, and 100 mM) from the vegetative stage to the fruiting

stage.

Morphological, physiological, and biochemical responses of jalapefio pepper to
drought and salinity conditions were monitored throughout a phenological cycle of
the crop. Basal stem diameter, plant height, photosynthesis, transpiration, stomatal
conductance, vapour pressure deficit, and normalized difference vegetation index
(NDVI) were estimated every three days for drought experiments and every week
for salinity experiments; proline concentration, as well as CAT, SOD, POD, APX,
and PAL activity were estimated every two weeks. Linear least squares regressions
of the accumulated morphological, physiological and biochemical responses for
each drought and salinity level were obtained, and  values (slope of the equation
generated by linear regressions) were used as an estimator of stress for these types

of stress using the interval estimation method.

Jalapeno pepper plants showed different morphological, physiological and
biochemical responses to the levels of drought and salinity evaluated during various
stages of their phenological cycle, showing greater sensitivity to drought stress than

salinity stress.
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The B values of the model for photosynthesis allowed the distinction between all
the drought conditions evaluated (95% confidence interval). In the case of drought,
the B values for height allowed the distinction of NaCl levels of 0 and 75 mM, and
under specific ranges the distinction of NaCl at 50 and 100 mM (80% confidence

interval).

The knowledge generated through this research could be helpful for precision
agriculture, sensor development and water management. In addition, the application
of the proposed method to detect and classify drought stress in other plant species
could be explored. Also, the interaction of the monitored responses could be

evaluated to establish other mathematical models.

Keywords: Jalapeno pepper; stress indicator; linear regression model; drought;

salinity.
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Introduccion

El sector agricola enfrenta el reto de suplir las necesidades alimentarias de una
poblacién en crecimiento. Segun la Organizacion de las Naciones Unidas, para el
ano 2050 se espera que haya en el mundo alrededor de 9.7 billones de personas,
2.0 millones mas que en 2019 (United Nations, 2019). Ante este incremento
poblacional, se estima un aumento en la demanda de alimentos del 35 al 56%
respecto al ano 2010 (Van Dijk, 2021), asi como una mayor necesidad de oferta del
60 al 70% (Silva, 2018). Segun el Instituto de Recursos Mundiales, con la finalidad
de satisfacer la demanda de alimentos estimada para el 2050, la agricultura requiere
de 593 millones de hectareas de tierras cultivables adicionales respecto a 2010
(World Resources Institute, 2018), lo cual equivale a tres veces el territorio
mexicano. Esta situacion ha provocado la necesidad de expandir la produccion
agricola a zonas donde se presenta escasez de agua y salinidad, que reducen la
productividad de los cultivos y es una limitante para garantizar la seguridad

alimentaria de la poblacién (Coleman-Derr & Tringe, 2014).

La sequia y la salinidad son los principales factores abi6ticos que reducen la
productividad de los cultivos en todo el mundo. La sequia hace referencia a un tipo
de estrés abidtico o ambiental, caracterizado por la reduccion de la disponibilidad
de agua para las plantas durante un periodo de tiempo prolongado (Y. N. Butt et al.,
2017). De otro lado, la salinidad hace alusion a altas concentraciones de sales en
el suelo (alrededor de 40 mM NaCl) a 25 °C (Shrivastava & Kumar, 2015). Tanto el
déficit de agua, como la excesiva cantidad de sales en el suelo, provocan pérdidas
en la produccion que oscilan del 20 al 50% (Shrivastava & Kumar, 2015). Ambos
tipos de estrés afectan los procesos fisioldgicos, bioquimicos y moleculares de las
plantas, lo que conduce a una disminucién en la fotosintesis, reduccion del

crecimiento y pérdidas de rendimiento (Abdelraheem et al., 2019).

Por otro lado, uno de los cultivos de interés comercial que se ve afectado por este
tipo de factores es el de chile (Capsicum annuum). El chile es uno de los cultivos de

mayor importancia econdmica a nivel mundial (Kang et al., 2020), el cual pertenece
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al género Capsicum y la familia Solanaceae (ldrees et al., 2020). Es un cultivo
originario del sur de América del Norte y del norte de América de Sur (Shamya et
al., 2020), y ampliamente cultivado en el mundo, en regiones templadas y tropicales
(Swamy et al., 2017). Su fruto, también llamado pimiento, es rico en vitamina C y
complejo B, minerales, aceites esenciales y capsaicina; y usado tradicionalmente
como condimento debido a su sabor, color y pungencia (Baenas et al., 2019). Al
igual que otros cultivos, el chile se ve amenazado por diversas condiciones
ambientales como la sequia y la salinidad, las cuales afectan negativamente su

calidad y productividad (Kang et al., 2020).

Con la finalidad de mitigar los efectos del estrés por sequia y salinidad, y reducir
las pérdidas que ocasionan en los cultivos, se han realizado diversas
investigaciones. Desde la fisiologia vegetal, se han identificado variables como la
tasa fotosintética y la tasa de transpiracion, conductancia estomatica y déficit de
presion de vapor, etc. (Millan-Almaraz et al., 2013). En el ambito de la bioquimica
vegetal, en el caso de especies vegetales como el chile, se han estudiado variables
bioquimicas como cantidad de capsaicinoides (Sung et al., 2005), prolina (Sahitya
et al., 2018), especies reactivas de oxigeno (Deng et al., 2012) y actividades de
enzimas antioxidantes (Wang et al., 2018), acido abscisico y carbohidratos (Kumar
et al., 2018). Desde el enfoque de la genética vegetal, se ha investigado en torno a
la expresion de genes asociados a sequia y salinidad (Acosta-Garcia et al., 2015;
Kumar et al., 2018). De otra parte, se ha intentado establecer estrategias de manejo
de sequia y salinidad a partir de la modelacion matematica, siendo esta “una
herramienta que permite simular los procesos fisicos mediante alguna estructura,
dispositivo, esquema o procedimiento, para lograr la representacion simplificada del
sistema, y llegar a conocer, analizar y cuantificar los sistemas reales” (Hammerly,
2006).

Como resultado de estas investigaciones se han desarrollo técnicas como la
aplicacién de fitohormonas, el uso de osmoprotectores en las semillas, la ingenieria
genética para la produccién de plantas resistentes al estrés y métodos de seleccion

basados en marcadores moleculares (Anderson & Morris, 2001; Butt et al., 2017).
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Sin embargo, a pesar de estos avances, su implementacion implica altos costos,
tiempos prolongados y trabajos intesivos, y a menudo se descuida el complejo
contexto ecoldgico del entorno del suelo en el que se cultivan las plantas (Coleman-
Derr & Tringe, 2014). Ademas, aun hay mecanismos que no se comprenden debido
a la complejidad entre las condiciones de estrés, caracterizacion de sus efectos, y
a factores ambientales cambiantes poco estudiados durante todo el ciclo fenoldgico
de un cultivo (Abdelraheem et al., 2019).

Ante este panorama, se plantea realizar un monitoreo constante de variables
morfoldgicas (altura de la planta, diametro basal del tallo, nuUmero de hojas y frutos,
masa de las plantas) fisioldgicas (fotosintesis, transpiracion, déficit de presion de
vapor y conductancia estomatica), bioquimicas (capsaicinoides, prolina, acido
abscisico, y actividad de enzimas antioxidantes), y genéticas (expresion de genes
asociados con sequia y salinidad) en plantas de chile jalapefio crecidas bajo
invernadero y sometidas a diferentes condiciones de sequia y salinidad. Se propone
integrar estas variables en modelos matematicos, junto con variables ambientales,
que sean robustos y precisos, y permitan describir el estado hidrico y salino de las
plantas. Esto facilitara la toma de decisiones para el manejo eficiente del cultivo y

del agua.
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Antecedentes

2.1. Sequia

La sequia es un fendbmeno meteoroldgico global caracterizado por la ausencia de
lluvias durante periodos prolongados que puede durar desde pocas semanas hasta
varios anos y presentarse de manera recurrente, lo que provoca escasez de agua
(United Nations, 2022). La ausencia de lluvias y escasez de agua provocan sequia
agricola, la cual hace referencia a la condicién en la que el suelo presenta un nivel
inadecuado de humedad para satisfacer las demandas hidricas de las plantas
(Boken et al., 2005). A nivel global, la sequia es un factor de estrés abiotico de gran
importancia y preocupacion, ya que limita la produccion agricola al alterar el
crecimiento y las relaciones hidricas de las plantas, reduce la eficiencia en el uso
del agua, y dificulta la absorciéon de nutrientes (Farooq et al., 2012; Mariani &
Ferrante, 2017), lo que resulta en un aumento de los costos de produccion y menor

suministro de alimentos (Chieb & Gachomo, 2023)

Las plantas responden al estrés por sequia a través de diferentes mecanismos
de defensa a nivel morfoldgico, fisioldgico y bioquimico, que incluyen disminucion
del numero de hojas y area foliar, aumento del tamano de las raices, alteraciones
en la actividad estomatica, fotosintesis y transpiracion, asi como acumulacion de
prolina, aumento en el contenido de metabolitos secundarios e incremento en la
actividad de enzimas antioxidantes (Oguz et al., 2022; Salehi-Lisar &
Bakhshayeshan-Agdam, 2016; Yang et al., 2021).

La deteccion y monitoreo del estrés por sequia es fundamental para prevenir
pérdidas de rendimiento y mejorar la productividad de un cultivo (Dao et al., 2021).
La medicion de las diversas respuestas morfoldgicas y fisiologicas de las plantas al
estrés por sequia, al igual que de biomoléculas asociadas a la sequia, se considera
apropiada para detectar y monitorear este tipo de estrés (Acosta-Navarrete et al.,
2014; Javornik & Carovi, 2023; Munné-Bosch & Villadangos, 2023), ademas de ser
de utilidad para conocer la dinamica entre el desarrollo de las plantas y su estado
hidrico (Asseng et al., 2014; Mahallati, 2020). Actualmente, se utilizan diversos

métodos y herramientas para monitorear los efectos del estrés por sequia en la
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agricultura, entre los que se encuentran los métodos basados en la medicidn de la
humedad del suelo mediante sensores o sondas (Paim et al., 2020; Widuri et al.,
2020), aquellos basados en las caracteristicas morfolégicas como diametro de tallo
y fruto (Meng et al., 2017) vy fisiolégicas como el potencial hidrico de las hojas,
conductancia estomatica y contenido de clorofila (Goto et al., 2021); y los métodos
de sensado remoto, como el uso de NIR para obtener el indice de vegetacion
diferenciada (NDVI) (lhuoma & Madramootoo, 2019a, 2019b).

Algunas investigaciones se han enfocado en la deteccion precisa del estrés por
sequia en cultivos de tomate, trigo, y pasto bromo liso. Dao et al., (2021) compararon
la integracién de imagenes hiperespectrales de resolucion espacial ultraalta y
aprendizaje automatico, contra indices de monitoreo biofisico y bioquimico (por
ejemplo, NDVI). Los autores lograron la deteccion precisa de la sequia en pasto
bromo liso (Bromus inermis) utilizando imagenes hiperespectrales de resolucion
espacial ultraalta y aprendizaje automatico, mientras que con los indices
espectrales no lograron detectar el estrés u obtuvieron una precision menor; la

adquisicion de las imagenes se realizé cada tercer dia, durante 24 dias.

Long & Ma (2022) establecieron un método para monitorear e identificar
condiciones de estrés por sequia en plantulas de tomate usando imagenes de
fluorescencia de la clorofila; las mediciones fueron realizadas 5 dias después de la

imposicion del estrés por sequia.

Gupta et al., (2023) propusieron construir un modelo de automatizacion para la
deteccion de estrés hidrico en cultivos de trigo, integrando modelos de
investigaciones previas e imagenes de fluorescencia de la clorofila obtenidas de un

repositorio publico.

Javornik & Carovi (2023) monitorearon algunas respuestas morfoldgicas y
fisiologicas de plantas de frijol comun al estrés por sequia mediante métodos de
fenotipado (imagenes de fluorescencia de clorofila, imagenes multiespectrales, y
escaneo multiespectral 3D); el monitoreo se realizdé diariamente durante 5 dias

desde la imposicion del estrés.
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Weng et al., (2023) propusieron un método preciso y confiable para la
identificacion del estrés por sequia en plantulas de tomate cherry utilizando multiples
funciones de imagenes hiperespectrales; el estudio no reporta el periodo en el que

se adquirieron las imagenes.

Este tipo de técnicas y modelos no se han reportado para su aplicacion en la
deteccidn del estrés por sequia en cultivos de chile jalapefio, aun siendo uno de los

principales cultivos mayormente sensibles al estrés por sequia.

En el Cuadro 1 se resumen una serie de investigaciones dirigidas a estudiar el
efecto de distintas condiciones de estrés por sequia sobre algunas variables

fisiologicas, bioquimicas y/o genéticas en diversos cultivos vegetales.
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Cuadro 1. Investigaciones realizadas sobre el efecto de condiciones de sequia en diferentes cultivos vegetales.

Especie vegetal Inducmgn T|p_>o de Variables medidas Tlempo d.e’ Referencia
del estrés variables determinacion
Intercambio de gases, . .
M 80, 60 y 40% e fluorescencia de clorofila, Dias 5y 36_despues
anzano (Malus Fisiologicas y - C del tratamiento de (Wang et al.,
d . de humedad o ROS, actividad enzimatica - .
omestica) en el suelo bioquimicas de POD. CAT. SOD. APX estrés y 14 después de 2018)
y ,protel',na D1, ' rehidratacion
Chil i6
e Srilégr:?!]%llgdoe Fisiolégicas Transpiracion y contenido  Diariamente durante 36 (Dalal et al.,
d DDS 2019
(Capsicum annuum L.) DDS) @ agua )
Chile Contenido fendlico,
100 y 40% L actividad enzimatica de (Jaswanthi et
de CC Bioquimicas PAL, POD y CAT, y No reportado al., 2019)
(Capsicum annuum L.) proteinas del apoplasto
Fotosintesis, contenido
relativo de agua, azucares
C solulble,s, sacarosa, Cada 3 dias durante los
7550 v 35% Fisiologica, almidon, actividad rimeros 15 dias
Soya (Glycine max L.) ’de éC ° bioquimicas y enzimatica de a-amilasa y dez ués de inducir el (Du et al., 2020)
genéticas B-amilasa, y expresion P ostrés
genética usando como
referencia los genes
GmEF1ay GmEF1b
Trigo (Triticum Regimenes Composicion
aestivum), Triticale de agua de ui?nica Contenido de humedad, Final del ciclo (Silva et al
(Triticosecale wittmack) 187, 304, quin y proteina, minerales, lipidos o v
- . rendimientos de . fenolégico 2020)
y Frijol comun 410y 535 ranos y cenizas
(Phaseolus vulgaris L.) mm 9

ROS: Especies reactivas de oxigeno DDS: Dias después de la siembra; PAL: fenilalanina amonio liasa; POD: peroxidasa; CAT: catalasa; SOD:

superoxido dismutasa; APX: ascorbato peroxidasa; C.C: Capacidad de campo.



2.2. Salinidad

La produccién de alimentos de origen agricola se ha visto limitada por el
incremento de factores ambientales como el calor, sequia y salinidad, debido a que
provocan estrés en las plantas, afectando su metabolismo, crecimiento, desarrollo
y productividad (Hasan et al., 2018; Verma et al., 2013). Uno de los principales
factores de estrés que afecta a las plantas es la salinidad del suelo, la cual es una
medida de los minerales y sales que se pueden disolver en el agua, siendo los mas
comunes en soluciones de suelo los iones minerales Na*, Cl-, Ca*™, SO4~, K*, Mg*™*,
y NOs". En suelos salinos se ha encontrado principalmente cloruro de sodio (NaCl),
sin embargo, también se ha reportado la presencia de sales solubles como sulfatos
de sodio y magnesio (Na2SO4 y MgSO4) (Igbal, 2003). La salinidad del suelo es
determinada mediante la medicion de la conductividad eléctrica (Artiola et al., 2019),
considerandose salino a partir de 4 dS/m (Karthika & Govintharaj, 2022; Omuto et
al., 2021), lo que equivale a aproximadamente 40 mM de NaCl (Shrivastava &
Kumar, 2015).

La salinidad de suelos es un problema mundial que afecta a la agricultura, debido
a que provoca disminucion del rendimiento de los cultivos de hasta el 50 %, y se
genera principalmente por acciones humanas como deforestacion, agricultura y
sobrepastoreo (SADER, 2021). En México, la salinizacién de suelos agricolas es
uno de los problemas mas serios que enfrenta el sector agricola, segun la Secretaria
de Medio Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT), el 47 % de los suelos
agricolas de temporal (dependiente del agua de lluvia) y el 53 % de los suelos donde
se suministra riego, se encuentran afectados por salinidad, principalmente en los
estados de San Luis Potosi, Tamaulipas, Zacatecas, Chihuahua, Sonora, Coahuila,

Durango y Veracruz, y algunos del centro del pais (Fernandez, 2022).

La acumulacion excesiva de sales en el suelo puede provocar baja absorcion de
agua, deficiencia de nutrientes y toxicidad en las plantas (SADER, 2021); lo anterior
conlleva a que las plantas sufran una serie de modificaciones a nivel morfolégico
(reduccién del tamafo de brotes y raices, clorosis), fisioldgico (inhibicion de la

fotosintesis, cierre de los estomas, bajo potencial osmatico, reduccion del contenido
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de agua), y bioquimico (incremento de la generacion de especies reactivas de
oxigeno, cambios en la actividad de enzimas antioxidantes, incremento en la
cantidad de prolina, desbalance de minerales); esta serie de cambios en las plantas
conducen a una menor acumulacién de biomasa y a la reduccion de la productividad

de los cultivos (Hasanuzzaman, 2022; Kibria & Hoque, 2019).

Diversas investigaciones han demostrado que la alta salinidad afecta tanto la
calidad como la composicion quimica de varios productos vegetales (Rouphael et
al., 2018). Las plantas que se desarrollan en ambientes con exceso de sales, como
el cloruro de sodio (NaCl) suelen presentar cambios morfologicos, bioquimicos,
fisiologicos y metabdlicos que afectan significativamente su crecimiento, y por lo
tanto, el rendimiento y calidad del cultivo (Petropoulos et al., 2017; Rouphael et al.,
2017).

En zonas secas y calurosas, la alta evapotranspiracion provoca que la planta
pierda cantidades sustanciales de agua, dejando sal alrededor de las raices y ello
interfiere con su capacidad de absorcion de agua (Rao et al., 2016). Por otro lado,
la salinidad perjudica el crecimiento y desarrollo de las plantas mediante el estrés
hidrico, el desequilibrio nutricional y la citotoxicidad, esta ultima debido a la
absorcion excesiva de iones como el sodio (Na*) y el cloruro (CI) (Khan et al., 2007;
Isayenkov y Maathuis, 2019). Ademas, el estrés por salinidad puede provocar estrés
oxidativo por la generacién de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Isayenkov,
2012). Altas concentraciones de sal en la raiz afectan el crecimiento y rendimiento
de muchos cultivos comerciales (Taffouo et al., 2009). Asi, la salinidad reduce la

disponibilidad de agua y la absorcion de nutrientes.

Se han discutido y estudiado los efectos del estrés ocasionado por la salinidad y
la respuesta de las plantas a estos. En el Cuadro 2 se resumen una serie de
investigaciones dirigidas a estudiar el efecto de distintas condiciones de estrés por
salinidad sobre algunas variables fisiolégicas, bioquimicas y/o genéticas en diversos

cultivos vegetales.
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Cuadro 2. Investigaciones realizadas sobre el efecto de condiciones de salinidad en diferentes cultivos vegetales.

Especie Induccu'm Tlr_)o de Variables medidas Tlempo d_e’ Referencia
vegetal del estrés variables determinacion
Experimento 1: Tasa fotosintética, CO- . Dia .21 des’pues’ de
. ) s inducir estrés. Dia 30
intercelular, conductancia estomatica, (peso seco
Chile Fisioloai transpiracién. Peso seco, actividad zctividadesy
0,50y 100 - 'S!o0dcas, enzimatica de SOD y MDA Vi (Azuma et
, ’ bioquimicas y enzimaticas.
(Capsicum mM NaCl enéticas al., 2010)
annuum L.) g Experimento 2: Peso seco, contenido de ,
b L , Dias 0,1,4,7,14y 21
acido ascorbico, azucares y de NaCl. .
. después del
Expresion del gen GalLDH ;
tratamiento
Chile Crecimiento vegetativo
15,45,y Eficiencia del uso de agua y nitrégeno, y y fructificacion. No se  (Huez-Lépez
(Capsicum 6.5dS m-! rendimiento de frutos presenta tiempo de etal., 2011)
annuum L.) medicion
Canola Germinacion (% y velocidad), tamafio de Etapa de germinacién
0, 50, 100, brote y raiz, materia seca P 9 .

. 150 y 200 (Bybord
(Brassica mM NaCl Contenido de prolina, Cl, Na, K, P, y N, Dia 60 después de la 010)
napus L.) - induccion del estrés

rendimientos
Morfologicas y
bioquimica
TN -
Soya 0.4,8 12 Germlnamop (%), peso fresco y talman+o de o (Farhoudi &
1 brotes y raices, contenido de Na* y K* en Etapa de germinacion :
, y 16 dS m p Tafti, 2015)
(Glysin max) brotes y raices
Chile 0,2,4,6, Longitud de la raiz, numero de y area de (Zhani et al
(Capsicum 8,10y 12 hojas, contenido y fluorescencia de clorofila, Durante 60 dias 2012 "
i | )
frutescensL.) gL 'NaCl prolina
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Maiz 1,50 y 100
(Zea mays L.) mM NaCl

Tomate
(Solanum 0,10y 150
lycopersicum  mM NaCl
L.)

Morfolégicas,
fisiologicas y
bioquimicas

Peso fresco, longitud del brote y raiz,

Dias 1,3y 5en

fluorescencia de la clorofila, H202, 1,4- plantas de 8 dias de (Forieri et al.,
: . . 2016)
benzoxazin-3-ona, acido jasmaonico edad
Peso seco, y area foliar; contenido de
clorofila, fotosintesis, conductancia Dia7y21,en (Kamanga et

estomatica, contenido de Na* y K, prolina,
H202, CAT, APX, GPX

plantulas de 21 dias

al., 2020)

SOD: superoxido dismutasa; MDA: malondialdehido; CAT: catalasa; APX: ascorbato peroxidasa; GPX: glutatién peroxidasa.
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2.3. Modelos matematicos

Un modelo es una representacion simplificada de un sistema, definiéndose este
ultimo como una parte limitada de la realidad que contiene elementos
interrelacionados. Por otra parte, la simulacion es el arte de construir modelos
matematicos y el estudio de sus propiedades en referencia a las de los sistemas
(Lascano, 1991). Un modelo matematico es una ecuacién o un conjunto de
ecuaciones que representa el comportamiento de un sistema (Lascano, 1991). Se
considera a los modelos matematicos como una herramienta que permite
aproximarse al comportamiento real de un sistema, pudiendo ser este un sistema
vivo (plantas, animales) o no vivo (motores, transformadores) (Velten, 2009). Dichos
modelos se pueden clasificar en modelos matematicos de caja blanca, caja negra o

caja gris.

Los modelos matematicos de caja blanca se refieren a modelos analiticos los
cuales tratan de representar todos los procesos involucrados en el proceso y estan
basados en ecuaciones que se conocen completamente. Los modelos matematicos
de caja negra son aquellos en los cuales no se conocen las ecuaciones que
describen al sistema, no obstante, se aproximan a su comportamiento de buena
manera. Generalmente, este tipo de modelos hacen uso de algoritmos basados en
inteligencia artificial y aprovechan de la capacidad de cémputo, la cual es cada vez
mayor. Mientras que los modelos matematicos de caja gris son modelos que
combinan tanto modelos de caja negra, como modelos de caja blanca, y en los
cuales ciertos procesos son modelados mediante ecuaciones conocidas y otros
procesos son modelados mediante modelos empiricos, cuyas ecuaciones no se
conocen. Debido a los avances tecnoldgicos en el area de la computacion, los
modelos matematicos de caja negra han tenido un gran auge, ya que permiten
modelar sistemas altamente no lineales de muy buena manera mediante el empleo
de una gran cantidad de datos, cosa que muchas veces no es posible con modelos

de caja blanca o caja gris (Velten, 2009).

2.3.1. Modelos utilizados para medir estrés por sequia y salinidad
El crecimiento poblacional, la necesidad de ofrecer mayor cantidad de alimentos

y los recursos hidricos limitados exigen el uso de recursos hidricos de calidad
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marginal y/o un manejo deficitario de riego. La aplicacion de riego deficitario para
ahorrar agua provoca la acumulacién gradual de sal en el suelo y en las raices de
las plantas; problema que se agrava al utilizarse aguas de baja calidad tales como
aguas residuales, domésticas, agricolas. Esto genera ambientes en los que las
plantas estan bajo estrés por agua y salinidad (Dudley & Shani, 2003; Babazadeh
et al., 2017).

Por lo anterior, la estimacion de la absorcién de agua es fundamental para
realizar predicciones de las respuestas de los cultivos, determinar los impactos de
la agricultura de riego sobre la calidad del agua subterranea y superficial, ademas
de permitir la extension de diversos modelos a entornos no agricolas (Dudley &
Shani, 2003). En lugares que presentan escasez de agua es fundamental la gestion
eficiente de la misma y la programacion de riegos precisos en los cultivos, para lo
que se requiere una cuantificacion precisa del uso de agua bajo condiciones de

estrés hidrico y salino (Hu et al., 2020).

El déficit de riego y la acumulacién de sales en la produccion de cultivos
dependen de la integracion de factores como la variedad de las plantas, la
frecuencia del riego, propiedades fisicoquimicas del suelo, el clima y la quimica del
agua de riego. Con la finalidad de proporcionar una alternativa al proceso de probar
en campo los esquemas de gestion del riego para optimizar el uso de agua para la
produccion de cultivo y la proteccidn del suelo y de los recursos hidricos, se han
desarrollados modelos hidroquimicos que simulan la interaccion de los factores
mencionados previamente, basados especificamente en la transpiracion (Dudley &
Shani, 2003).

Debido a que la transpiracion suele ser el componente dominante en la
acumulacién de agua en zonas aridas y semiaridas y, que como tal, tiene un efecto
de gran relevancia sobre el flujo del agua y el transporte de contaminantes en
entornos naturales y agricolas, la eficiencia de los modelos de simulacién vy
prediccion del movimiento del agua y de la sal, depende de su capacidad para
predecir la transpiracion (Dudley & Shani, 2003). Diferentes modelos han sido

desarrollados basados en el componente de transpiracion para el manejo del riego,
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por ejemplo: SWB, BUDGET, OSIRI, SWAT, SWAP, PILOTE, AquaCrop, etc. Estos
modelos de simulacion describen matematicamente los procesos de equilibrio
hidrico del suelo, crecimiento de las plantas y expresion del rendimiento para

determinar su evolucion durante el periodo de simulacion (Abazi et al., 2013).

2.3.2. Modelos y herramientas para gestionar el riego de cultivos agricolas
Se han desarrollados diversos modelos para el riego de cultivos agricolas. En el

Cuadro 3 se muestran algunas investigaciones realizadas en diferentes cultivos

agricolas, donde se presentan las variables medidas a las plantas y que fueron

involucradas al modelo, su tiempo de medicidn y el uso asignado a cada modelo.
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Cuadro 3. Resumen de modelos matematicos aplicados a cultivos con estrés por sequia y salinidad.

Material vegetal
sobre el que se

Tiempo de

Modelo . Variables medidas de la planta .. Usos Referencia
aplica el medicion
modelo
Altura de la planta.
Friiol Cada 7 dias, a Programar riegos.
fjo’ seco Materia seca (recoleccion de partir 30, 37, 43, (Mathobo et
SWB (Phaseolus . . . ., -
f hojas, tallos y vainas). 58, 72,86y 99 Estimacion rendimiento al., 2018)
vulgaris L.) .
DAP. del cultivo.
Area foliar.
Trigo de invierno l\lllngunta, tp_)ara el modelot Medicién del cambio de
(Triticum S;())r:(r:?;rt]aii c':(r?nye:?ezgcz:%‘arrr:oa agua almacenada en la
i L. de la raiz.
BUDGET aestivum L.) variables de entrada y Diariamente. zona defaraiz (Razegotzt)al.,
, evapotranspiracién del suelo y . . -
Maiz (Zea mays percolacion como variables de Estimacion rendimiento
L.) : de los cultivos.
salida.
Ninguna, miden:
Trigo de invierno
(Triticum Humedad del suelo. Simulacion del
aestivum L.) crecimiento de cultivos y (Luo et al.
SWAT . . . '
Profundidad del nivel freatico. . 2008)
‘ Cada 5 dias. .
Maiz (Zea mays movimiento de agua.
L. - .
) Usan base de Qatos de éarea foliar Cada 2 dias.
y biomasa.
Bi .
lomasa Cada 15-20 dias .
Maiz (Zea mays ) Simulacién del proceso (Zhao et al
SWAP L) Area foliar. Cada 7 di agua-calor del suelo y el 2020) "
' aga 7 dias por  cracimiento del cultivo.
12 meses.
Ninguna, miden:
Cana de azucar Programacion y el (Chopart et
OSIRI (Saccharum Evapotranspiracion y drenaje por ~ No especificado.  seguimiento del riego por al 5007)
spp.) debajo de la zona radicular de las aspersion o por goteo. ”
plantas.
AquaCrop Cultivos de Tiempo de emerge_ncia fenologia 3 _Pr_ediccién del_ (Kanda et
del cultivo No especificado.  rendimiento del cultivo y
secano al., 2020)

el requerimiento
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Area foliar
Biomasa

Profundidad efectiva de
enraizamiento

estacional de agua del
cultivo.

Temperatura foliar

. Mitad de . .
Tomate hibrido - e : Simulacién de (Takaes et
AquaCrop (UG812J) Indice de estrés hidrico del cultivo temp;l'zalgf192018 rendimiento al., 2021)
'Biomasa
Area foliar
: Simulacion del
Peso de las hojas
) Cada semana, rendimiento de cultivos (Khafajeg et
Aquacrop Pepino (Karim) indice del 4 foli durante 13 bajo condiciones de al 2(1)2%)
ndice del area toliar semanas. invernadero con un "
sistema hidropdnico
Rendimiento del cultivo (peso del
fruto)
En trasplante,
Tiempo de panicula, floracion y Inicio d? la Simulacién de
Arroz (Oryza madurez fisiologica. panicua, crecimiento y rendimiento  (Radanielson
ORYZA v3 \ floracion, . .
sativa) madurez del cultivo sometido a etal., 2018)
Biomasa. fisiologica y estrés salino.
cosecha.
Altura de la planta. ) _ Simulacién de la
Tomate Cada 10 dias dindmica del agua y la sal
. . . desde la siembra  en un suelo destinado al (Kanzari et
Hydrus-1D (Solanum Profundidad de enraizamiento . :
; y hasta la cultivo, y estimar los al., 2020)
lycopersicum) e
. . ) cosecha. requerimientos de agua
Indice de area foliar del cultivo.
Rai d Determinacion in situ
aices ge Ninguna, midieron:
. - albahaca . . (Babazadeh
Hidroquimicos (Ocimum No aplica del contenido de agua del ¢ 5 “517)
basilicum) Transpiracion relativa del suelo. suelo y la programacién v

del riego.
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Pesos secos de hojas, tallos y
flores (brotes)

Longitud de las hojas

En los dias 3, 5,

Mejorar la prediccion de

Lilium (L. 7y 9 después de | duccién de bi
auratum x Area foliar e indice de rea foliar  inducido el estrés '@ Produccion de blomasa .y, o4 5
SUCROS97 . hidri bajo sequia integrando '
speciosum ianico parametros de 2021)
‘Sorbonne’) Capacidad fotosintética de la hoja fluorescencia de clorofila.
o tasa de fotosintesis bruta a una
intensidad de luz de saturacion
Fluorescencia de la clorofila
Altura maxima
Simulacién y prediccion
Tomate Profundidad de enraizamiento Temporadas hSr?qle%Oargedrgfguielo (Alkasha y
SALTMED (Solanum 2017 y 2018, no distribucion de la ’ Al-Omran;
lycopersicum L.) indice de area foliar especificado 2019)

Rendimiento

salinidad, y el rendimiento
final del cultivo
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Fundamento teodrico

3.1. Estrés vegetal

3.1.1. Definicion de estrés

En fisiologia vegetal, el término “estrés” se adapté de la fisica, que lo define como
la interaccidon que se da entre una fuerza y la resistencia de un cuerpo para
contrarrestarla (Wardlaw, 1972). La definicion fisiolégica de esta palabra es
‘respuesta a diferentes situaciones” (De Oliveira et al., 2013), que, aplicada a las
plantas, hace referencia a un estado en el que el vegetal experimenta un cambio
que exige una respuesta (Mosa et al., 2017). El estrés en plantas se ha definido
como cualquier condicion externa que afecta de manera negativa el metabolismo,
desarrollo, crecimiento y productividad (Hasan et al.,, 2018; Verma et al., 2013).
También, se define como un factor externo a la planta, de caracter abiético o bidtico,
que limita su tasa fotosintética y disminuye la produccién de biomasa (De Oliveira
et al., 2013).
3.1.2. Factores de estrés en las plantas

El efecto del cambio climatico sobre la agricultura ha provocado una especial
atencion en la interaccion entre los cultivos y el medio ambiente (Rao et al., 2016).
A lo largo de todo su ciclo vital, las plantas enfrentan diversos factores de estrés
bidtico y abidtico, como el ataque de organismos patdégenos como hongos,
bacterias, nematodos y herbivoros, asi como la baja disponibilidad de agua, exceso
de agua, temperaturas extremas, salinidad, deficiencia de minerales y toxicidad
(Khan et al., 2014; Gull et al.,, 2019), afectando su crecimiento, desarrollo y

productividad (Ramegowda et al., 2020).

El estrés bidtico causa reduccidn en el desarrollo de brotes, aumento de la
susceptibilidad a enfermedades, acumulaciéon de especies reactivas de oxigeno
(ROS), inhibicién del crecimiento de las raices, y reduccion de la biomasa, entre
otras. Por su parte, el estrés abiotico provoca la reduccion de la tasa fotosintética y

de la transpiracion, acumulacion de ROS, reduccion de la fijacién de COz, pérdida
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de la integridad de la membrana celular, senescencia del area foliar, incremento de
la concentracion de metales, desbalance hormonal y reduccion de la fijacion de Nz,

entre otras (Kumar & Verma, 2018).

Debido a los factores de estrés ambientales mencionados previamente, las
plantas activan diferentes mecanismos de defensa molecular, bioquimica,
fisiologica y morfologica, para contrarrestar los efectos que ejercen sobre ellas, lo
que puede dar como resultado un nuevo estado fisiolégico y el restablecimiento de
la homeostasis, provocando alteraciones en el metabolismo, el crecimiento y el
desarrollo de las plantas, causando, en algunos casos, su muerte (Jogaiah et al.,
2013). Estas respuestas al estrés dependen del tejido u érgano de la planta
afectada, asi como de su intensidad y duracion (Khan et al., 2014). Ademas, el
efecto de estos factores en las plantas y su grado de resistencia a ellos dependeran
de su capacidad para percibirlos y activar respuestas adecuadas (Llorens et al.,
2020).

3.1.3. Estrés abiotico en plantas

El estrés abidtico se define como aquellos efectos causados por diversos factores
ambientales que incluyen la sequia, temperaturas extremas (calor, frio, heladas),
salinidad, toxicidad quimica y radiacién ultravioleta (UV). Estos efectos provocan
una serie de cambios bioquimicos, moleculares, fisiolégicos y morfoldégicos que
afectan el crecimiento y desarrollo de las plantas, reduciendo su rendimiento
(Pathak et al., 2014; Wani & Kumar Sah, 2014; Madani et al., 2018), lo cual
representa una grave amenaza para la agricultura y son la principal causa de

pérdida de productos horticolas en el mundo (Madani et al., 2018).

Segun Wang et al., (2013), se estiman pérdidas de rendimientos de 65.8% en
cultivos de maiz, 82.1% para trigo, 69.3% para soya y 54.1% para papa; en el caso
del chile, se presentan pérdidas del 30 al 70% (Reddy et al., 2016).

Los principales tipos de estrés ambientales son la sequia y la salinidad; estos
provocan que las plantas sufran estreses secundarios como osmotico y oxidativo

(para ambos tipos de estrés) y estrés ionico (sometidas a estrés por salinidad),
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causando alteraciones en procesos fisioldgicos, bioquimicos y moleculares
(Kaushal & Wani, 2016).

De estos tipos de estrés abidtico, la sequia es el mas severo; ocasiona dafio en
la integridad de la membrana de organelos celulares vitales para la planta como son
los cloroplastos, lo que conlleva la reduccion de la fotosintesis y a la creacién de un
desbalance osmoregulatorio, limitando significativamente el rendimiento de los
cultivos (Pathak et al., 2014; Sanghera et al., 2011).

La sequia afecta al 45% de las tierras agricolas en el mundo y el 19.5% de las
tierras agricolas irrigadas son consideradas salinas (Abdelraheem et al., 2019; dos
Reis et al., 2012). Se estima que la sequia y la salinidad provoquen una grave
salinizacién en mas del 50% de las tierras cultivables en todo el mundo (Rao et al.,
2016).

Por su parte, las plantas cuentan con diversos mecanismos para responder al
estrés abidtico, los cuales dependen del tejido u érgano afectado por el estrés, la
intensidad y duracion de este. Algunas plantas han desarrollado mecanismos que
les permiten reducir el impacto del estrés abidtico, mediante la evitacion o la
tolerancia, estableciendo una nueva homeostasis metabdlica, lo que les permite

seguir desarrollandose sin sufrir dafios inducidos por el estrés (Khan et al., 2014).

Una de las principales respuestas de las plantas al estrés abidtico, principalmente
a la alta salinidad, es la alteracion de la relacion Na*/K* en el citoplasma de la célula
vegetal. La sintesis de fitohormonas como el acido abscisico es otra manera en que
las plantas logran la tolerancia a factores de estrés ambiental como la sequia, bajas
temperaturas, alta salinidad del suelo o lesiones mecanicas, ayudando a su
adaptacion (caracteristicas estructurales o funcionales heredables que mejoran su
capacidad de desarrollo en ambientes estresantes) y aclimatacion (cambios
fisiologicos no heredables durante su ciclo vital) al estrés (Khan et al., 2014; Sah et
al., 2016).

Como resultado de la respuesta de las plantas a condiciones de estrés abidtico,

se inducen diversas cascadas de sefalizacidn, las cuales provocan la acumulacion

40



de fitohormonas, produccion de enzimas como las quinasas, activacién de canales
ionicos y produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Khan et al., 2014).
Todas estas sefales permiten la induccion de la expresién de genes especificos
que conducen al ensamblaje de la reaccidn de defensa de la planta, segun se

presenta en la Figura 1.
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Figura 1. Respuesta de las plantas a estrés abidtico (Adaptada de Khan et al., 2014).

Las respuestas fisiologicas de las plantas al estrés abidtico tienen en comun
cambios en el estado bioenergético de la planta, lo que implica la reduccion de la
produccion de energia y/o el aumento en su demanda, de lo cual dependen las
plantas para llevar a fotosintesis (Duque et al., 2013). Lawlor (2002), menciona que
el efecto del estrés abiotico sobre la fotosintesis puede ser perceptible en las
reacciones fotoquimicas de la membrana tilacoide, en el ciclo de reducciéon del
carbono en el estroma, empleo de carbohidratos en el citosol, y sobre el suministro

de COz2 al cloroplasto dependiente de estomas y conductancia del cloroplasto.

3.2. Estrés por sequia

El estrés por sequia tiene un efecto negativo sobre diversos procesos fisioldgicos
de las plantas, especialmente sobre la fotosintesis, reduciéndo su crecimiento y
productividad (Osakabe et al., 2014; Pathak et al., 2014). Durante las etapas de
crecimiento vegetativo, un ambiente seco reduce el tamafo de las hojas, la

extension del tallo y la proliferacion de la raiz, afectando la relacidon agua-planta y
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disminuyendo la eficiencia del uso del agua (Farooq et al., 2009). También, puede
provocar en las plantas la aparicion de estrés oxidativo, el cual ocurre cuando hay
un grave desequilibrio entre las especies reactivas de oxigeno (ROS) y la defensa
antioxidante (Ahmad et al., 2010).

Las plantas responden al estrés por sequia a través de diferentes mecanismos
de defensa a nivel morfoldgico, fisioldgico, bioquimico y genético, que incluyen
disminucién del numeros de hojas, area foliar, biomasa y frutos; alteraciones en la
actividad estomatica, fotosintesis y transpiracion; asi como la acumulacién de
prolina, el aumento en el contenido de metabolitos secundarios y el incremento en
la actividad de enzimas antioxidantes (Oguz et al., 2022; Salehi-Lisar &
Bakhshayeshan-Agdam, 2016; Yang et al., 2021). Debido a esto, la deteccién y
monitoreo del estrés por sequia es fundamental para prevenir pérdidas de

rendimiento y mejorar la productividad de un cultivo (Dao et al., 2021).

Se conoce que durante condiciones de estrés, las plantas acumulan osmolitos
como glicina betaina, azucares (manitol, sorbitol, trehalosa), glicerol, poliaminas y
L-prolina, etc. (Anjum et al., 2017; Sharma et al., 2019). Entre ellos, la prolina es el
osmolito mas importante bajo condiciones de estrés por sequia (Sharma et al.,
2019). La prolina es un aminoacido que juega un papel importante ante el estrés por
sequia, actuando como osmoprotector, quelante de metales y molécula de defensa
antioxidante eliminando especies reactivas de oxigeno (Shamsul Hayat et al., 2012).
La acumulacion de este metabolito es una respuesta bioquimica al estrés osmaotico
ocasionado por la sequia y otros factores abidticos (Meena et al., 2019). Se ha
observado aumento en los niveles de prolina en plantas sometidas a diversas

condiciones de estrés.

Por su parte, los capsaicinoides son metabolitos secundarios a los que se les
atribuye la pungencia en los frutos de chile y que ademas tiene diversos beneficios
para la salud y aplicaciones industriales (Naves et al., 2019). Sung et al. (2005),
estudiaron la biosintesis de capsaicina en frutos de pimiento picante bajo
condiciones de estrés hidrico por sequia, encontrando una mayor concentracion en

frutos de la planta en condiciones mas severas de estrés. Mani (2014) también
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encontré que el contenido de capsaicina en chiles tunecinos aumenta cuando se
presentan condiciones de sequia. En cuanto a los fenoles y flavonoides, estos son
metabolitos secundarios que se acumulan en las plantas con estrés por sequia para
contrarrestar la presencia de especies reactivas de oxigeno, debido a sus efectos
antioxidantes (Ricardez-Miranda et al., 2021). Con relacién al CaPIP1-1, el cual es
un gen codificador de acuaporinas (proteinas responsables del transporte
transmembranal de agua) que juega un papel importante en la modulacion del agua,
el crecimiento y la mejora de la tolerancia al estrés de plantas como las de chile (Yin
et al., 2015).

Las plantas han desarrollado diversas estrategias para protegerse del dafio
generado por ROS debido a la sequia, entre las que se encuentran la sintesis de
antioxidantes (acido ascorbico, glutation y a-tocoferol) y de enzimas (peroxidasas y
superoéxido dismutasas). Las sustancias antioxidantes reducen las concentraciones
de electrones peligrosos, mientras que las enzimas ayudan en la eliminacion de
radicales libres (Ahmad et al., 2010; Kosova et al., 2011). La tolerancia de las
plantas a la sequia depende de su capacidad para desarrollar adaptaciones
fisioldgicas, bioquimicas y morfologicas que les permitan hacer un uso eficiente del

agua disponible (Mariani y Ferrante, 2017).

Segun Ullah et al. (2016), la tolerancia de una planta a este estrés esta
relacionada con el mantenimiento del agua en las plantas, que puede darse
mediante la reduccién de la pérdida de humedad al disminuir la transpiracién o
mejorando la capacidad de la raiz para absorber agua disponible en el suelo a través
del ajuste osmético; ademas, la regulacion adecuada de nutrientes puede ayudar a

la planta a mantener su estado de agua.

Por su parte, la fisiologia de una planta esta regulada por la disponibilidad de
agua del suelo y de las condiciones del ambiente. La disminucion de agua en el
suelo induce en la planta la regulacion de la tasa respiratoria a través de la reduccion
de la conductancia estomatica, con la finalidad de equilibrar la cantidad de absorcion
de agua y con ello mantener el equilibrio hidrico (misma cantidad de agua absorbida

y transpirada) (Mariani y Ferrante, 2017). Sin embargo, se reporta que a pesar de
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que algunas plantas son capaces de desarrollar mecanismos para contrarrestar los
efectos de este tipo de estrés, adaptando su esquema de conservacion de agua
para reducir la perdida de esta, siempre se observa una reduccion de la fotosintesis
(Lisar et al., 2012)

La baja disponibilidad de agua induce varios cambios fisiolégicos como el area
reducida de las hojas y aumento del tamafio de las raices, esto ultimo con la
finalidad de poder explorar una amplia area de suelo para encontrar agua, y cambios
fisiologicos dada la necesidad de alcanzar la maduracion vegetativa. También
induce cambios metabdlicos, al invertir su energia para modificar su morfologia o
en la produccion de osmolitos (Mariani & Ferrante, 2017). Los osmolitos son solutos
de bajo peso molecular utilizados por las células de diversos organismos vy tejidos
sometidos a escasez hidrica para mantener el volumen celular; en las plantas son
de considerable importancia para mantener el funcionamiento adecuado de las
células vegetales. Ejemplos de estos solutos son los polioles, metabolitos, acidos

organicos, glicina betaina y prolina (Yancey, 2005).

3.3. Estrés por salinidad

La alta salinidad en los suelos representa un grave problema debido a que
disminuye el crecimiento y rendimiento de los cultivos. Se estima que cerca del 20%
de las areas cultivadas y el 33% de las tierras agricolas de riego en todo el mundo
(tierras que cuentan con sistemas de riego para cuando este sea necesario) estan
afectadas por alta salinidad, por lo que la produccién vegetal se ve amenazada por

el aumento de la salinidad de los suelos (Foolad, 2004; Rao et al., 2016).

Segun su origen, la salinizacion de los suelos se divide en primaria y secundaria.
La salinizacién primaria esta relacionada con la acumulacién natural de sales (por
ejemplo, acumulacién de sal marina traida por el viento o el agua), mientras que la
salinizacién secundaria del suelo es ocasionada por la actividad humana (por
ejemplo, uso de riego en la agricultura). La salinidad del suelo puede provocar la
acumulacion excesiva de iones solubles en agua como el Na*, Cl, Ca?*, Mg?*, entre

otros (Isayenkov, 2012).

44



Un ejemplo de esto se presenta en zonas costeras, donde la agricultura se ve
afectada debido a que utilizan agua para el riego que es de baja calidad y alta en
sales, producto de la contaminacion de aguas subterraneas y a la intrusion de agua
salina durante desastres naturales; también en las zonas del interior, se riega
generalmente con aguas de pozo, mismas que tienen alto contenido salino (Rao et
al., 2016).

3.4. Medicidn del estrés en plantas

Previamente se mencion6 que cuando las plantas estan sometidas a condiciones
de estrés, sea bittico o abiodtico, experimentan una serie de cambios morfologicos,
estructurales y bioquimicos. Ademas, a nivel molecular, pueden experimentar
cambios en los niveles de expresidn génica y proteica, asi como en los niveles de
metabolitos. Lo anterior se da principalmente para contrarrestar las condiciones de
estrés y tolerar el exceso o ausencia de nutrientes (Duque et al., 2013; Mosa et al.,
2017).

En este sentido, segun Duque et al. (2013), se deben tener medidas precisas de
las caracteristicas alteradas en las plantas, asi como los niveles de expresion, para
poder comparar entre las condiciones normales y la respuesta al estrés. Esto con la
finalidad de comprender los efectos que provoca el estrés en estudio y los

mecanismos de tolerancia de las plantas ante los factores estresantes.

Las mediciones que se realizan para determinar los efectos del estrés de la planta

suelen clasificarse en tres tipos:

1. Mediciones de la viabilidad de la planta (crecimiento, produccion vy
reproduccion), tanto en condiciones de estrés como en condiciones normales
(Mosa et al., 2017).

2. Mediciones de procesos biologicos especificos, como la fotosintesis o la
sefializacion celular en respuesta al factor de estrés (Bunce, 2009).

3. Mediciones moleculares, como niveles de expresidn génica y proteica (Singh y
Jwa, 2013; Wang et al., 2013), cambios en la fosforilacion de proteinas (Vialaret

et al., 2014) o alteraciones metabdlicas (Saruyama et al., 2013).
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En la produccion agricola se requiere de tecnologias para detectar rapidamente
las caracteristicas fisiologicas, bioquimicas y morfolégicas de la planta que cambian
cuando se encuentra sometida a algun factor de estrés (Fiorani y Schurr, 2013). En
la actualidad, existen varias las tecnologias de deteccion utilizadas para determinar
el tipo de estrés, su nivel de incidencia y/o los cambios fisiolégicos. Entre ellas se

encuentran:

e Espectroscopia de reflectancia (Campbell et al., 2007),

e Espectroscopia de fluorescencia de la clorofila (Kalaji et al., 2011),

e Termografia infrarroja (Zia et al., 2013),

e Espectroscopia de tera-hercios en el dominio del tiempo (Born et al., 2014),
e Imagen hiperespectral (Behmann et al., 2014)

e Espectroscopia Raman (Altangerel et al., 2017).

Diversas investigaciones se han realizado en torno a la medicion de las
respuestas de las plantas ante condiciones de estrés abidticos. Campbell et al.
(2007) utilizaron reflectancia espectral de alta resolucion para detectar cambios en
la vegetacion asociados con factores ambientales comunes (N2, CO2, O3 y UV) que
afectan el crecimiento y la productividad de plantas de maiz, soya y maple, haciendo

un barrido de longitudes de onda para evaluar la respuesta al estrés.

Kalaji et al. (2011) estudiaron la actividad fotosintética de cebada siria (Hordeum
vulgare L.), cultivada bajo condiciones de estrés por baja y alta temperatura,
analizando las sefiales de fluorescencia de clorofila, estas sefales fueron medidas
los dias 1 y 7 después de la induccidn del estrés, usando el equipo fotosintético
Plant Efficiency Analyzer (Handy-PEA); sin embargo, debido a que no vieron
cambios en la eficiencia fotosintética después de la aplicacion del estrés,
concluyeron que no recomiendan este aparato para la deteccion temprana de este

tipo de estrés.

Zia et al. (2013) utilizaron la técnica de imagen térmica infrarroja como
herramienta rapida para determinar la tolerancia al estrés hidrico en genotipos de

maiz, monitoreando la temperatura de las hojas en diferentes etapas fenolégicas (1,
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21, 40, 41, 55, 56, 68, 69, 77, 78, 89, 101, 102, 112, 123 y 133 dias despues de la

siembra).

Born et al. (2014) monitorearon los cambios en el estado del agua en semillas de
abeto plateado (Abies alba) utilizando espectroscopia de tera-hercios en el dominio
del tiempo no destructiva (THz-TDS), estableciendo grupos de plantas con niveles

bien definidos de estrés hidrico que no pudieron detectarse visualmente.

Behmann et al. (2014) presentaron un nuevo método que permite la descripcion
y deteccion del estrés por sequia en plantas superiores a partir de series de
imagenes hiperespectrales en plantas de cebada durante los primeros 20 y 30 dias

de la induccion del estrés.

Fernandez-Jaramillo et al. (2015) desarrollaron un sistema de medicién de
fluorescencia de clorofila basado en arreglos de compuertas programadas en
campo (FPGA) con la finalidad de proporcionar a los investigadores nuevas formas
de obtener informacion fisioldgica de las plantas cuando estan sometidas a factores

de estrés.

Maimaitiyiming et al. (2017) estudiaron la deteccion temprana de respuestas
fisioldgicas de vides a diferentes niveles de estrés hidrico mediante espectroscopia
de reflectancia. Determinaron el estado fisioldgico de las hojas mediante un sistema
portatil de fotosintesis LI-6400XT acoplado a un fluorimetro de pulsos de amplitud
moderada, midiendo las variables de intercambio de gases y de fluorescencia
(conductancia estomatica, tasa de asimilacion de CO:2 fotosintético, fluorescencia
de clorofila y tasa de transporte de electrones); ademas, realizaron la medicion de
la reflectancia mediante un espectroradidmetro portatil. Finalmente, mencionan que
sus hallazgos son una herramienta operativa para predecir indicadores de estrés

temprano de la planta.

Altangerel et al. (2017) sometieron plantas de Lima coleus (Plectranthus
scutellarioides) a estrés por alta salinidad, sequia, exposicion al frio y saturacién de
luz y observaron los cambios en la concentracion de pigmentos reactivos de
eliminacion de oxigeno, dentro de las primeras 48 horas de indiccion de cada estrés,

utilizando la técnica espectroscépica Raman.
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Por otro lado, como se menciond, Wang et al. (2018) evaluaron la reduccion de
la fotosintesis en hojas de manzano sometidas a condiciones de estrés por sequia,
esto a través de la medicidn de parametros de intercambio de gases fotosintéticos
(tasa fotosintética, concentracion intracelular de CO2, tasa de transpiracién y
conductancia estomatica) mediante el empleo de un sistema portatil de fotosintesis
LI-6400T. También, realizaron la medicion de la fluorescencia de la clorofila usando
un fluorimetro de pulsos de amplitud moderada y de induccion de fluorescencia de
la clorofila en fase lenta. Por otro lado, determinaron el contenido de ROS, midiendo
la tasa de generacion de perdxido de hidrogeno (H202) y oxigeno molecular (O2)
mediante espectrofotometria. Otros de los parametros que midieron fueron las
actividades enzimaticas mediante espectrofotometria de las enzimas catalasa (A240
nm), superéxido dismutasa (Asso nm), peroxidasa (A47o nm) y ascorbato peroxidasa,
previamente extraidas de la planta (A2740 nm). Finalmente, realizaron la deteccion

de la proteina D1 del fotosistema Il (PSIl) mediante analisis Western Blot.

Ihuoma y Madramootoo (2019) estudiaron la posibilidad de utilizar los indices de
vegetacion espectral para la deteccién del estrés hidrico con la finalidad de optimizar
la eficiencia del uso del agua de riego en cultivos de tomates bajo condiciones de
invernadero. Compararon varios indices de vegetacion espectrales (Vls), definidos
como proporciones o combinaciones lineales de reflectancias en unas pocas
longitudes de onda (Jay et al., 2017), e indices de reflectancia fotoquimica (PRI) y
determinaron la relacion entre los VIs y el estrés hidrico de las plantas de tomate,
concluyendo que no es suficiente un solo indice para la estimacion precisa del
estado del agua de la planta, por lo que recomendaron combinar indices

hiperespectrales térmicos y de banda estrecha.

Por otra parte, Asaari et al. (2019) evaluaron la deteccién temprana de las
respuestas de plantas de maiz sometidas a diferentes condiciones de estrés por
sequia y estudiaron su nivel de recuperacion, a partir de la reflectancia espectral,
conocida como imagen hiperespectral de corto alcance (HSI), mostrando que es
una técnica prometedora y no destructiva para detectar respuestas de estrés por

sequia en plantas.
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En cuanto a la medicion de factores de estrés bidtico, actualmente se utilizan
diversos métodos en el sector agricola para detectar patogenos de plantas, que

basicamente son los mismos que se emplean en estrés de tipo abidtico:

e Meétodos moleculares, utilizados para la deteccion e identificacion de
enfermedades de las plantas se encuentran la reacciéon en cadena de la
polimerasa (PCR) y reaccién cuantitativa en cadena de la polimerasa (qQPCR),
ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), hibridacion fluorescente
in situ (FISH), inmunofluorescencia (IFl) y citometria de flujo (FCM); estos
métodos estan basados en la deteccidn directa del patégeno o de las moléculas
asociadas (ADN o toxinas).

e Meétodos de imagen, estos permiten el diagndstico indirecto de enfermedades
de las plantas mediante la deteccion de cambios de color, textura o temperatura;
entre ellos estan la termografia, fluorescencia e imagenes hiperespectrales.

e Meétodos espectroscopicos, se encuentran la espectroscopia de transmision y
reflectancia visible (VIS) e infrarrojo cercano (NIR), espectroscopia por infrarrojo

(IR), espectroscopia Raman (RS) (Farber et al., 2019).

3.5. Variables fisiolégicas asociadas a condiciones de sequia y salinidad

3.5.1. Tasa fotosintética

La fotosintesis (del griego photos: luz y synthesis: construccion de un todo) es un
proceso mediante el cual la luz solar se convierte en energia quimica, la cual es
utilizada para sintetizar compuestos organicos en la planta a partir de compuestos
inorganicos adquiridos fuera de la planta (Keller, 2020). Este proceso permite no
solo el mantenimiento, crecimiento, desarrollo y reproduccion de las plantas, sino
también sus respuestas de adaptacion a las condiciones ambientales (Yahia et al.,
2019). La fotosintesis es considerada la forma mas importante de obtencion de

energia para todas las plantas (Keller, 2020).
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Durante el proceso de fotosintesis se lleva a cabo una conversion de la luz solar,
el dioxido de carbono (CO2) atmosférico y el agua en glucosa y oxigeno. El proceso
general de la fotosintesis se representa con la Ecuacion 1.

CO, + H,0 + Luz » (CH,0), +0, (1)

La luz es la encargada de inducir un conjunto de reacciones redox para la
transformacion de la radiacién solar en energia quimica. El agua actua como un
agente reductor al ser fuente de electrones; durante el proceso, dos moléculas de
agua se oxidan mediante reacciones de separacion de cargas, para liberar iones de
hidrégeno, los cuales son utilizados en la cadena transportadora de electrones,
bomba de protones asociada y ATP sintasa, y dan como resultado la produccién de
ATP para la formaciéon adicional de carbohidratos a partir de CO2 y agua.
Finalmente, se libera O2 a la atmdsfera como un producto de desecho de esta

reaccion (Yahia et al., 2019).

Basicamente, la fotosintesis consta de dos reacciones muy diferentes. La primera
reaccion es conocida como “reaccién dependiente de la luz”, donde la energia de la
luz es usada para la oxidacion fotoquimica del agua, produciéndose la coenzima
reducida NADPH y liberando O2. Ademas, esta energia es utilizada para obtener
ATP a partir de ADP, en un proceso llamado “fotofosforilacion”. En esta reaccién, la

clorofila es la responsable de la absorcion de la luz (Yahia et al., 2019).

La segunda reaccion es llamada “reaccion independiente de la luz”, la cual no
necesita la presencia de luz, pero puede ocurrir también bajo su presencia. Durante
esta reaccion, el NADPH y el ATP producido en la primera reaccién son utilizados
para fijar CO2 en carbohidratos, en un proceso conocido como el ciclo de Calvin,
mediado por la accion de la enzima RuBisCo (ribulosa bifsosfato carboxilasa). Estas
reacciones ocurren cuando la luz solar ingresa por los estomas que se abren,

permitiendo la entrada de CO: a las células fotosintéticas (Yahia et al., 2019).

Por otro lado, la tasa fotosintética de las plantas es un parametro de gran
importancia a nivel fisiolégico, debido a que caracteriza la capacidad fotosintética
del aparato fotosintético. Ademas, es un factor determinante de la eficiencia del uso

de la luz, la produccion de biomasa y el rendimiento de los cultivos (Sudhakar et al.,
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2016). Se ha utilizado con precision para describir la fotosintesis durante el

crecimiento y la produccion de las plantas (Zhou et al., 2017).

La fotosintesis puede determinarse mediante diferentes métodos, como la
captacion de COz (cuanto absorben las plantas), liberacion de O2 (cantidad de O2
producida durante la fotosintesis), contenido de materia seca, produccién de
carbohidratos (forma indirecta) y fluorescencia de la clorofila. El intercambio de
gases (CO2-O2) se usa con mayor frecuencia para medir la fotosintesis, y existen
algunas técnicas como la mediciéon de CO2 mediante luz infrarroja y la medicion de

O2 que requiere sensores electroquimicos (Trimble, 2019).

3.5.2. Tasa de transpiracion

La transpiracion es la evaporacion o pérdida de agua del tejido vegetal. Es un
proceso impulsado por la diferencia de vapor de agua entre el espacio intercelular
de la planta al aire circundante (Kubota, 2020), el cual implica la evaporacion del
agua de las superficies de las células hacia la cavidad estomatica y la difusion del

agua del tejido u 6rgano de la planta hacia el aire (Diaz-Pérez, 2018).

En las plantas, la transpiraciéon es beneficiosa, debido a que reduce la
temperatura de las hojas y produce un gradiente de potencial hidrico que provoca
el movimiento del agua a través de las plantas. Por lo tanto, controla la tasa de
absorcion de agua y el ascenso de nutrientes del suelo (Kramer & Boyer, 1995;
Pallardy, 2007).

La tasa de transpiracion hace referencia a la cantidad de agua que pierden las
plantas durante un tiempo determinado. Las plantas regulan la tasa de transpiraciéon

mediante la apertura y cierre de sus estomas (Siyavula, n.d.).

Por otro lado, la tasa de transpiracion se ve afectada por varios factores, como la
concentracion de vapor de agua en el aire circundante, la temperatura de la hoja, la
capa limite y la resistencia estomatica (Kubota, 2020). La influencia de estos
factores puede inducir déficits de agua, inhibicion del crecimiento y también causa

lesiones y muerte de plantas por deshidratacién (Pallardy, 2007).

El proceso de difusion del agua en la transpiracién se describe utilizando la
Ecuacion (2):
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— Vin—Vair (2)
Rs+Rp
donde E es la tasa de transpiracion de la hoja (mol.m2.s"') a través del sistema
ue tiene concentraciones de vapor de agua en la cavidad estomatica (V;,,, mol.m"
n
3) y aire circundante (V,;,-, mol.m), ademas de resistencias estomaticas y de capa

limite (Rs y Rb, s m™).

3.5.3. Conductancia estomatica

Los estomas son estructuras epidérmicas especializadas, que funcionan como
valvulas moleculares, que actuan en el intercambio de gases, principalmente COzy
O2, necesario para una fotosintesis optima y que restringe la pérdida de agua al
modular el nivel de transpiracion (Daszkowska-golec & Szarejko, 2013). Son poros
diminutos ubicados en la superficie de las hojas, los cuales proporcionan vias
directas entre el interior de la hoja y el aire, siendo la interfaz activa entre las plantas

y su entorno atmosférico (Landsberg & Sands, 2011).

La conductancia estomatica es una medida del grado de apertura estomatica y
se puede utilizar como indicador del estado hidrico de la planta (Giménez et al.,
2013). Mide la velocidad de difusiéon del COz2 en la hoja o de las moléculas de vapor
de agua fuera de las cavidades detras de los estomas. Es una funcion del numero,
tamano y grado de apertura de los estomas en las capas superficiales de las hojas.
La conductancia estomatica es un proceso clave que limita la fotosintesis y la

transpiracion (Landsberg & Sands, 2011).

Como respuesta estomatica a condiciones adecuadas de irrigacion y cuando la
demanda de evaporacion atmosférica es baja, los estomas se abren completamente
durante periodos de luz diurna, lo que maximiza la asimilacién de CO2 y asegura
tasas 6ptimas de fotosintesis. Por el contrario, ante déficit hidrico y disminucién del
potencial hidrico de la planta, se produce el cierre parcial de los estomas para

reducir la pérdida de agua de la planta, por lo que se reduce la tasa fotosintética.
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Este se puede medir con porometros de difusién, tanto dinamicos como de estado

estacionario (Giménez et al., 2013).

3.5.4. Déficit de presidon de vapor

El déficit de presion de vapor (VPD) es la diferencia entre la capacidad de
retencidn de vapor de agua atmosférico en saturacion y la cantidad real de vapor de
agua en el aire a una temperatura determinada (Li et al., 2020). Es un indicador
importante del aumento de la demanda atmosférica de humedad debido al aumento
de la temperatura y desecacion atmosférica (Behrangi et al., 2016; Ficklin & Novick,
2017). ElI VPD determina la transpiracion de las plantas y su productividad, debido
a que puede afectar la humedad del suelo y la dinamica de la precipitacion a través

de la evaporacion (Ficklin & Novick, 2017).

3.6. Capsicum annuum L.

El chile (Capsicum spp.) es una hortaliza y especia perteneciente a la familia
Solanaceae, ampliamente consumida en el mundo, conocido comunmente como
chile, pimiento picante, pimiento dulce, pimiento verde y pimentén (Madhavi et al.,
2016). Se reconocen varias especies que se caracterizan por ser picantes:
Capsicum annuum, Capsicum frutescens y Capsicum chinense (Giuffrida et al.,
2013). La especie Capsicum annuum es la mas importante a nivel mundial, debido
a la gran extension de su cultivo y al valor econdmico que representa su produccion
(SNICS, 2017).

Capsicum anuumm es un cultivo comercial de gran importancia econémica para
diferentes areas, entre las que se encuentran la horticultura, agricultura,
farmacéutica y medicinal, siendo China, México y Turquia los principales

productores mundiales (Rodriguez-Calzada et al., 2019).

Se considera el segundo vegetal mas consumido del mundo, rico en vitamina C,
compuestos fendlicos, flavonoides, vitamina E (tocoferoles), provitamina A
(carotenoides), capsaicinoides y calcio (Madhavi et al., 2016). Este vegetal se utiliza
tradicionalmente como condimento debido a su sabor, color y pungencia; sin
embargo, debido a su composicion quimica, también se emplea para la

conservacion de productos industriales, como aditivo por su actividad
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antimicrobiana y antioxidante, y en la formulacion de productos farmacéuticos

antiinflamatorios y analgésicos (Baenas et al., 2019).

Capsicum annuum es una de las hortalizas mas cultivadas en el mundo, con un
area cosechada de 1,990,423 hectareas y una produccién de 36,771,482 toneladas
(FAOSTAT, 2019). La mayor diversidad de esta especie de chile se encuentra en
Meéxico (SNICS, 2017), siendo la de mayor importancia para el pais. Se han
estudiado diversos tipos morfolégicos de gran aceptacion para el pais y con
multiples usos (por ejemplo, culinario), como el chile guajillo, ancho, serrano,

jalapefio, etc. (Aguilar-Rincon et al., 2010).

Segun la Secretaria de Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP) en 2018,
en México se cosecharon 156,798.97 hectareas de chile en todas sus variedades,
con una produccion de 3,379,289.15 toneladas, lo que representa un valor

monetario de alrededor de 30,063 millones de pesos.

C. annuum es un vegetal de raices poco profundas, de baja capacidad de
regeneracion y requisitos hidricos sensibles, esto ultimo debido a que durante su
etapa de crecimiento tiene un mayor consumo de agua debido a que se presenta
durante la época de verano (Li et al., 2017). Los rendimientos en su produccion se
ven severamente afectados por factores de estrés bioticos y abidticos. Las etapas
de floracion y fructificacion son sensibles al estrés abidtico, siendo la baja
disponibilidad de agua y la alta temperatura los principales factores abidticos que

limitan la productividad de este cultivo (Rasool et al., 2019).

En los Cuadros 4 y 5 se presentan los requerimientos para el crecimiento del

cultivo de chile.
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Cuadro 4. Requerimientos de temperatura del chile (Montes, 2010).

Temperatura (°C)
Etapas de cultivo

Optima Minima Maxima
Germinacion 20-25 13 40
20-25 (dia)
Crecimiento vegetativo 15 32
16-18 (noche)
26-28 (dia)
Floracion y fructificacion 18 35

18-20 (noche)

Cuadro 5. Requerimientos para cultivo de chile (Guevara et al., 2018; Idrees et al., 2020).

Variable Requerimiento
Agua Establecimiento del cultivo, floracion y formacion del fruto
(8000 m3/n).
Humedad relativa Desarrollo vegetativo (50-70%); crecimiento vegetativo
(60%); floracion (70%).
Suelos Francos medios, profundos, sueltos, ricos en materia

organica y con buen drenaje.
pH 5.5-6.8

Luminosidad lluminacion intensa (32.3-86.1 klux).

3.6.1. Efectos de la sequia sobre Capsicum annuum L.

Capsicum annum es sensible a condiciones de sequia, y sus efectos dependen
de la severidad del estrés y la etapa fisiologica del cultivo (Kang et al., 2020;
Sudhakar et al., 2016). La sequia es el estrés de tipo abidtico que tiene una mayor
incidencia sobre el rendimiento del cultivo de chile; el cual ocurre durante el
crecimiento de la planta, puede generar pérdidas de rendimiento desde el 30 hasta
el 70% (Madhavi et al., 2016).

El estrés por sequia afecta negativamente caracteristicas morfoldgicas en el
cultivo de chile, como numero de hojas y frutos, area foliar total, altura de la planta,
diametro del tallo y materia seca total acumulada (Macias-Bobadilla et al., 2020;
Mardani, Tabatabaei, Pessarakli, et al., 2017; Widuri et al., 2020). Los rasgos

fisiologicos también se ven afectados negativamente por el estrés por sequia en las
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plantas de chile, como la conductancia estomatica, la transpiracion, la fotosintesis y
la disminucion del contenido relativo de agua (Lakshmi et al., 2019; Widuri et al.,
2020).

Ademas, el estrés por sequia aumentd la concentracidon de osmolitos como
prolina (Pro), y compuestos bioactivos como capsaicinoides, polifenoles vy
flavonoides (Ricardez-Miranda et al., 2021; Wassie et al., 2023). Ademas, se
incrementa la actividad de enzimas antioxidantes como la fenilalanina amonio liasa
(PAL) y peroxidasa (POD) (Jaswanthi et al., 2019).

Se conoce que durante condiciones de estrés, las plantas acumulan osmolitos
como la glicina betaina, azucares (manitol, sorbitol, trehalosa), glicerol poliaminas,
L-prolina, etc. (Anjum et al., 2017; Sharma et al., 2019). La prolina es el osmolito
mas importante bajo condiciones de estrés por sequia (Sharma et al., 2019). La
prolina es un aminoacido que juega un papel importante ante el estrés por sequia,
actuando como osmoprotector, quelante de metales, y molécula de defensa
antioxidante eliminando especies reactivas de oxigeno (Shamsul Hayat et al., 2012).
La acumulacién de este metabolito es una respuesta fisioldgica al estrés osmético

ocasionado por la sequia y otros factores abiéticos (Meena et al., 2019).

Se ha observado aumento en los niveles de prolina en plantas sometidas a
diversas condiciones de estrés. Por su parte, los capsaicinodes son metabolitos
secundarios a los que se les atribuye la pungencia en los frutos de chile y que
ademas tiene diversos beneficios para la salud y aplicaciones industriales (Naves
et al., 2019). Sung et al. (2005) estudiaron la biosintesis de capsaicina en frutos de
pimiento picante bajo condiciones de estrés hidrico por sequia, encontrando una
mayor concentracion en frutos de la planta en condiciones mas severas de estrés.
Mani (2014) también encontré que el contenido de capsaicina en chiles tunecinos

aumenta cuando se presentan condiciones de sequia.

En cuanto a los fenoles y flavonoides, estos son metabolitos secundarios que se
acumulan en las plantas con estrés por sequia para contrarrestar la presencia de
especies reactivas de oxigeno, debido a sus efectos antioxidantes (Ricardez-

Miranda et al.,, 2021). En cuando al CaPIP1-1, este es un gen codificador de
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acuaporinas (proteinas responsables del transporte transmembranal de agua), que
juega un papel importante en la modulacion del agua, el crecimiento y la tolerancia

al estrés de plantas como las de chile (Yin et al., 2015).

3.6.2. Efectos de la salinidad sobre Capsicum annuum L.

Uno de los cultivos que se ha reportado como sensible al estrés salino es el chile
(Capsicum annuum L.) (Kaya et al., 2020; Kijne, 2003). El crecimiento y rendimiento
del cultivo de chile se ve afectado cuando se encuentra bajo condiciones de estrés
por salinidad, ya que puede presentar dafo a nivel celular por produccién excesiva
de especies reactivas de oxigeno y acumulacién de iones. Se reporta la reduccion
significativa del peso de chile, bajo potencial osmoético en las hojas, mayor
concentracion de compuestos bioquimicos como el malondialdehido (MAD), mayor
actividad de enzimas antioxidantes como superéxido dismutasa (SOD), peroxidasa
(POD) y catalasa (CAT), asi como el aumento de Na*y CI, y la reduccién la
concentracion de fosforo (P) y potasio (K) en el tejido foliar, creando un desbalance
i6nico (M. Butt et al., 2021).

Ademas, se ha encontrado que, bajo condiciones de salinidad, las plantas de
chile disminuyen la eficiencia en el uso de agua, asi como la absorcion de nutrientes
como el nitrégeno (N) (Huez-Lépez et al., 2011). Cabe mencionar que, las plantas
estresadas con salinidad presentan este estrés durante gran parte de su siclo
fenologico, por lo cual y debido a que no existen trabajos existentes en chile en la
que analicen este estrés durante gran porcentaje de su ciclo fenolégico, este tipo de

estudios ayudarian a comprender mas el impacto de la salinidad en plantas.

Algunas investigaciones se han orientado a evaluar el efecto de condiciones de
salinidad sobre plantas de chile. Azuma et al., (2010), investigaron los efectos de
estrés por sales con NaCl (0, 50 y 100 mM de NaCl twice) sobre el crecimiento de
la planta, intercambio de gases, actividad de la enzima superédxido dismutasa, tasa
de peroxidacion de lipidos y acumulacién de iones de sodio (Na*) y azucar en hojas
y frutos de plantas de pimiento (C. annuum L.), bajo conficiones de invernadero.
Dichos autores concluyeron que este estudio demuestra que el crecimiento de las

plantas de pimiento se inhibe por la salinidad en el suelo, debido a la reduccion de

57



la fotosintesis y la acumulacién de Na*, asi como la formacion de especies reactivas

de oxigeno por el nivel de peroxidacion lipidica.

Huez-Lopez et al. (2011) realizaron una comparacion entre la tolerancia a la sal
en plantas de chile con fertilizacidén organica e inorganica y estudiaron los efectos
de la salinidad y la fuente de nitrégeno sobre la eficiencia del uso de nitrégeno y
agua en las plantas; obteniendo un rendimiento de chile fertilizado similar con dosis
bajas de ambas fuentes de nitrégeno, mayor tolerancia a la sal con la aplicacion de
fertilizante organico, mayores rendimientos en chile fertilizado con altas tasas de
nitrdgeno organico y una mayor tolerancia a la sal en chile fertilizado con baja tasa

de nitrogeno inorganico.

3.7. Metabolitos y genes asociados con el estrés por sequia y salinidad en
plantas de chile

3.7.1. Especies reactivas de oxigeno (ROS)

Las especies reactivas de oxigeno son moléculas que contienen oxigeno con alto
potencial oxidante. Este término incluye perdxido de hidrogeno no radical (H202) y
oxigeno diatémico (Oz), asi como radicales libres centrados en oxigeno, como el

radical anién superoxido (O27) o el radical hidroxilo (OH) (Hideg et al., 2013).

Las ROS son subproductos metabdlicos producidas de manera enddgena por
varios organulos y compartimentos de las plantas como los cloroplastos,
mitocondrias y peroxisomas, los cuales tienen altas tasas de transporte de
electrones que actuan como mensajeros celulares y reguladores de procesos
quimicos de oxido-reduccion en diversos procesos bioldgicos de las plantas (Raja
et al., 2017). Una serie de vias metabdlicas que funcionan en varios organulos
producen continuamente ROS como sus subproductos. El cloroplasto, las
mitocondrias y los peroxisomas son los organulos celulares que liberan ROS
(Sandalio et al., 2013) debido a sus mayores actividades metabdlicas oxidantes y

tasas rapidas de flujo de electrones (Demidchik, 2015).

La acumulacion excesiva de ROS causa estrés oxidativo, lo que conduce a la

desnaturalizacion de proteinas, peroxidacion de lipidos y degradacion de
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nucleodtidos, resultando en el dano celular y finalmente muerte celular. Los enfoques
funcionales han proporcionado evidencia de la convergencia de las vias de
sefalizacion que regulan las respuestas de las plantas a las sefales de desarrollo
y los factores de estrés abidtico y bidtico (Raja et al., 2017). Sin embargo, las plantas
han adaptado sus procesos fisioldgicos, bioquimicos y moleculares para evitar los
efectos letales de ROS vy utilizarlos como moléculas de sefializacion (Vaahtera et
al., 2014; Considine et al., 2015; Mignolet-Spruyt et al., 2016), por lo que disponen
de una serie de proteinas desintoxicantes de ROS como mecanismo de defensa
(Mignolet-Spruyt et al., 2016).
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3.7.2. Prolina

Durante condiciones de estrés, las plantas acumulan osmolitos como la glicina
betaina, azucares (manitol, sorbitol, trehalosa), glicerol poliaminas, L-prolina (Anjum
et al.,, 2017; Sharma et al.,, 2019). Entre ellos, la prolina es el osmolito mas

importante bajo condiciones de estrés por sequia (Sharma et al., 2019).

Estos osmolitos los emplean las plantas para contrarrestar el estrés, a través del
uso de diversos mecanismos, como el cambio de presion celular, desintoxicacion
de ROS, proteccion de la membrana plasmatica y ajuste de compuestos/proteinas
(Shamsul Hayat et al., 2012), confiriendo tolerancia a las células sin interferir con la

magquinaria celular de la planta (Anjum et al., 2017).

La prolina representa menos del 5% de una mezcla de aminoacidos libres en
plantas que se encuentran en condiciones normales (Shahbaz et al., 2013). Sin
embargo, bajo cualquier situacion de estrés, se ha reportado que la prolina

representa alrededor del 80% de esta mezcla de aminoacidos (Meena et al., 2019).

Muchas especies de plantas sometidas a diversos factores de estrés sintetizan
L-prolina en el citosol y luego se acumula en los cloroplastos. La acumulacion de
este metabolito es una respuesta fisiologica al estrés osmotico ocasionado por la
sequia, salinidad y otros factores abidticos (Meena et al., 2019). La prolina es un
aminoacido que juega un papel importante ante la presencia de este tipo de
factores, actuando como osmoprotector, quelante de metales, molécula de defensa
antioxidante eliminando ROS y de sefalizacion (Shamsul Hayat et al., 2012). Su
capacidad osmoprotectora se ha estudiado ampliamente, atribuyéndole funciones
de regulacién en la mejora de la floracién, produccion de polen y aumento del area
foliar (Meena et al., 2019).

Las plantas sintetizan la prolina mediante dos vias: via del glutamato y via de la
ornitina. La via del glutamato explica la acumulacién de esta sustancia organica
durante el estrés osmético. La prolina se sintetiza a partir del acido glutamatico a
través del A-1-pirrolina 5-carboxilato (P5C) y es catalizada por A-1-pirrolina 5-
carboxilato sintetasa (P5CS) y A-1-pirrolina 5-carboxilato reductasa (P5CR).

Ademas, el catabolismo de la prolina ocurre en las mitocondrias mediante la accion
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cronologica de la prolina deshidrogenasa o prolina oxidasa (PDH o POX) que
produce P5C a partir de prolina y P5C deshidrogenasa (P5CDH) que convierte P5C
a glutamato (Shamsul Hayat et al., 2012).

La prolina también puede ser sintetizada mediante la via alterna (via de la
ornitina), donde la ornitina se transamina a P5C por la ornitina-6-aminotransferasa.
Dicha via es de gran relevancia durante el desarrollo de las plantulas y cuando las
plantas estan sometidas a algun tipo de estrés, provocando acumulacién de prolina
(Xue et al., 2009; Hayat et al., 2012).

En algunas investigaciones se ha observado aumento en los niveles de prolina
en plantas sometidas a diversas condiciones de estrés. En condiciones de sequia,
Alexieva et al., (2001) y Yamada et al., (2005) observaron acumulacion de prolina
en cultivos de guisantes y petunias (Petunia hybrida), respectivamente. Sahitya et
al., (2018), estudiaron la relaciéon entre el potencial antioxidante del extracto de
semilla de chile y la tolerancia al estrés hidrico en la fase de plantulas, sometiendo
diferentes genotipos de chile a tres condiciones de estrés por sequia (100, 80 y 60%
de capacidad de campo), donde encontraron que las plantulas sometidas al nivel de
estrés mas severo presentaron un mayor contenido de prolina, lo que sugiere que,
las plantas de chile tiene una mayor tolerancia al estrés por sequia al haber una

acumulacion mas alta de este aminoacido.

En condiciones de salinidad, se ha observado una correlacién de la biosintesis
de prolina con una mayor tolerancia al estrés (Sumithra et al., 2006; Ahmad et al.,
2010). La acumulacion de prolina en la planta es un mecanismo de adaptacién al
estrés por salinidad (Mirza Hasanuzzaman et al., 2013), debido a que regula los
niveles de transcripcion de las proteinas sensibles a este factor, mejorando la
adaptacion de la planta a dicha condicion (Khedr et al., 2003). En cultivos de chile
sometidos a condiciones de estrés con NaCl, Zhani et al. (2012) determinaron una
mayor cantidad de prolina en plantas sometidas a niveles de severidad mas altos
(12 mg/L).
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3.7.3. Capsaicinoides

Los capsaicinodes son metabolitos secundarios responsables de la pungencia
en los frutos de chile (Capsicum spp.) y tienen diversos beneficios para la salud y
aplicaciones industriales (Naves et al., 2019). La capsaicina (trans-8-metil-N-vanillil-
6-nonenamida) y la hidrocapsaicina (8-metil-N-vanililnonanamida) son los
principales representantes de este grupo de metabolitos (90% del contenido total de

capsaicinoides) (Aza-Gonzalez et al., 2011; Barbero et al., 2014).

Dichos componentes se analizan generalmente mediante técnicas analiticas
como la cromatografia de gases y la cromatografia liquida de alta resolucion, sin
embargo, estas técnicas no son practicas para el analisis de masas de las muestras
de chile, por lo que también se puede utilizar el método colorimétrico para

determinarlos (Ryu et al., 2017).

Sung et al., (2005), estudiaron la biosintesis de capsaicina en frutos de pimiento
picante bajo condiciones de estrés hidrico por sequia, encontrando una mayor
concentracion en frutos de la planta en condiciones mas severas de estrés, que se
asocia al aumento de la actividad de las enzimas fenilalanina amonio liasa (PAL),
cinamato 4-hidroxilasa (C4H) y citrato sintasa (CS). Mani (2014), coincide con este
resultado al encontrar que el contenido de capsaicina en chiles tunecinos aumenta

en condiciones de sequia.

IV. Planteamiento del problema

La programacioén de riegos adecuada es fundamental para obtener rendimientos
optimos de los cultivos como el chile (Liu et al., 2012). En la actualidad, esta
programacion o practicas no se realizan en funcién de las necesidades hidricas de
las plantas ni de las caracteristicas de los sustratos utilizados, lo que pudiera
realizarse mediante la prediccion y cuantificacion de estos requerimientos a través
de modelos matematicos. Sin embargo, no se han reportado modelos aplicados a
chile; y en los modelos existentes para otros cultivos, no se tiene en cuenta el estado

homeostatico de la planta en funciéon de su estado ontogénico, sino que se basan
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en variables indirectas como evapotranspiracion, humedad y drenaje del suelo
(Raes et al., 2006; Chopart et al., 2007; Luo et al., 2008; Babazadeh et al., 2017).

Ademas, estos modelos prestan menos atencion a otros componentes como las
funciones de respuesta de la misma planta a déficits hidricos (Dudley & Shani,
2003), en ese sentido se reporta Unicamente la inclusién de variables morfolégicas
como el area foliar y altura de la planta (Mathobo et al., 2018; Kanda et al., 2020;
Kanzari et al., 2020; Zhao et al., 2020), pero estas se limitan a un componente de
los modelos de crecimiento de cultivos y su relacion con las condiciones
ambientales (Cemek et al., 2020).

Por otra parte, en diversas investigaciones, la frecuencia con que se determinan
las variables asociadas a déficits hidricos es especifica de una etapa del ciclo
fenologico o tiempos limitados, por lo que la cantidad de datos disponibles no
permiten predecir con efectividad las necesidades de riego de la planta (Wang et
al., 2018; Dalal et al., 2019; Jaswanthi et al., 2019; Du et al., 2020; Silva et al., 2020).

De otra parte, para optimizar la produccion de chile en condiciones de estrés
hidrico, es fundamental realizar un manejo 6ptimo del riego, donde la eficiencia en
el uso del agua por parte de la planta tienda al 100% (Mardani, Tabatabaei, &
Pessarakli, 2017). Para lo anterior, se debe contar con informacién completa sobre
el uso del agua por las plantas, e identificacion de déficit hidrico, mediante el efecto
que ocasiona, a partir de un modelo matematico que prediga las necesidades

hidricas del cultivo y con ello establecer practicas de riego adecuadas.

Por lo tanto, la incognita cientifica de esta investigacion es determinar si los
modelos matematicos que incluyan la vision del estado homeostatico descrito por
las variables fisiolégicas, bioquimicas y genéticas, a lo largo de los estados
ontogénicos de las plantas de chiles, son capaces de predecir las condiciones de

sequia y salinidad criticas para la planta de manera mas precisa y robusta.
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V. Justificacion

El estrés por sequia es el factor ambiental de mayor prevalencia que limita la
productividad agricola (Bray, 1997; Basu et al., 2016), ya que se presenta en el 45%
de las tierras agricolas en el mundo (Tester & Langridge, 2010; Kaushal & Wani,
2016; Zhu, 2016). Este tipo de estrés hidrico se produce por bajas precipitaciones,
salinidad de los suelos, temperaturas extremas y alta intensidad luminica (Salehi-
Lisar & Bakhshayeshan-Agdam, 2016), cuya frecuencia aumenta por el cambio
climatico (Dai, 2013), que entre el 2005 y el 2015 provocod pérdidas para la
agricultura mundial de 29 mil millones de ddlares (FAO, 2018). En México, durante
2011, se registraron pérdidas mayores a 15 mil millones de pesos por hectareas

pérdidas en cultivos como maiz y frijol, a causa de sequias (Expansion, 2012).

Por otro lado, el estrés por salinidad es otro de los factores que tienen mayor
impacto sobre la productividad de cultivos agricolas (Shrivastava & Kumar, 2015;
Mariani & Ferrante, 2017), impactando al 19.5 % de las tierras agricolas irrigadas
en el mundo (Reis et al., 2012; Abdelraheem et al., 2019). Este factor es una
limitante a nivel global y en México, en este ultimo, alrededor del 10% del area
irrigada esta afectada por salinidad, especialmente en las regiones centro y norte
del pais, agudizandose en zonas aridas y semiaridas (Ruiz et al., 2007). Un exceso
de sales en el suelo o agua de riego disminuye el rendimiento de los cultivos en mas
del 50% (Bray et al., 2000; Kaouther et al., 2017).

Dentro de las estrategias para la prevenciéon y manejo de la sequia en suelos
agricolas, se encuentran las practicas de riego. Un sistema de riego adecuado
suministra a las plantas la cantidad necesaria de agua en el momento y a la
profundidad requeridos (SIAP, 2018b). En México, se emplean los métodos de riego
presurizados como el goteo, aspersion y microaspersion, donde se utilizan equipos
de bombeo y tuberias para la conduccion del agua hasta la zona radicular de los
cultivos (FESCUNAM, 2018), y el método de riego por gravedad o de superficie, que
consiste en la distribucién del agua a través de surcos o canales colocados a lo
largo de la parcela (SIAP, 2018b).
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Este ultimo método es empleado en mas del 90% de la superficie agricola, sin
embargo, genera un uso desmedido del agua y muestra un bajo indice de
aprovechamiento debido a pérdidas por evaporacion, percolaciéon y fugas
(FESCUNAM, 2018). Las pérdidas de agua durante el riego oscilan entre 45 y 60%,
debido principalmente a infraestructura ineficiente, generan incremento en los
costos de produccidn y reduccién en la disponibilidad de este recurso (Cisneros,
2003). Por otro lado, segun SIAP (2018b), la manera de realizar el riego podria
generar mejores rendimientos y por lo tanto mayores ingresos econdémicos a los

productores, asi como un mejor uso al recurso hidrico que cada vez es mas escaso.

Por su parte, el chile es uno de los tres cultivos de solanaceas mas importantes
del mundo (Navarro et al., 2006), ubicandose como el segundo vegetal mas
consumido a nivel mundial (Madhavi et al., 2016; Rodriguez-Calzada et al., 2019).
Es el cultivo de hortalizas de mayor valor econémico en todo el mundo (Patil, 2020),
con un area cosechada de 1,990,423 ha y una produccion mundial de 36°771,482
ton (FAOSTAT, 2019). La mayor diversidad de esta especie se encuentra en México
(SNICS, 2017), con un area cosechada de 156,798.97 ha y una produccién de
3,379,289.15 ton, lo que representa un valor monetario de alrededor de 30 mil
millones de pesos (SIAP, 2018).

El chile es uno de los cultivos horticolas mas susceptibles al estrés por sequia
(Reddy et al., 2016), debido a su alta tasa de transpiracion de la superficie de las
hojas, alta conductancia estomatica (Alvino et al., 1994; Wale & Girmay, 2019) y
sistema radicular poco profundo (Liu et al., 2012). La exposicion a condiciones de
sequia durante su crecimiento representa una pérdida de rendimiento de entre el 30
y el 70%, por lo que su productividad anual es fluctuante (Madhavi et al., 2016). Este
cultivo al aire libre requiere hasta 4500 m® de agua.ha'y en invernaderos hasta
8000 m?® de agua.ha™!, dependiendo de la etapa del ciclo fenoldgico, cuya restriccion
puede afectar no sélo los rendimientos, sino también la calidad del fruto (Alvarez &
Pino, 2015). Por otra parte, es moderadamente sensible al estrés salino, lo que

reduce el crecimiento y el rendimiento de las plantas (Kijne, 2003; Kaya et al., 2020).
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Por lo tanto, es necesario el establecimiento de estrategias que permitan hacer
un uso eficiente del agua del riego en cultivos agricolas de interés comercial, como
es el caso de chile, y con ello hacer frente a condiciones de sequia y salinidad del
suelo, lo que podria realizarse mediante la prediccion y cuantificacién de las
necesidades hidricas de las plantas y su relacion con la salinidad, a través del
desarrollo de modelos matematicos que integren las principales variables biologicas

que se ven afectadas con estos tipos de estrés.
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VL.

Hipétesis

La integracion de variables de respuestas morfoldgicas, fisioldgicas, bioquimicas
y genéticas, monitoreadas a lo largo del ciclo fenolégico de Capsicum annuum L.,
en modelos matematicos, aumentan la precision en la estimacion y prediccién de
estrés por sequia y salinidad, debido a que estas variables describen el estado
homeostatico de la planta y su comportamiento en el tiempo. Ademas, una mayor
resolucion temporal permite generar un modelo mas robusto, en comparacion con

los modelos basados en variables indirectas medidas en tiempos determinados del

cultivo.
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VII.

Objetivos

71.

Objetivo general

Desarrollar modelos matematicos mediante la integracibn de variables

morfoldgicas, fisioldgicas, bioquimicas y/o genéticas, que permitan la deteccion

del estrés por sequia y salinidad en cultivos de Capcisum annuum L. bajo

condiciones de invernadero.

7.2,

Objetivos especificos

Determinar las respuestas morfo-fisiolégicas al estrés por sequia y al
estrés por salinidad en plantas de chile (C. annuum L.), en etapas
importantes de su ciclo fenoldgico.

Evaluar el efecto del estrés por sequia y salinidad sobre variables
bioquimicas en plantas de chile (C. annuum L.), en etapas importantes de
su ciclo fenoldgico.

Determinar el efecto del estrés por sequia y salinidad sobre la expresion
de genes asociados a estos tipos de estrés en plantas de chile (C. annuum
L.), durante etapas importantes de su ciclo fenolégico.

Construir modelos matematicos que estimen el estrés por sequia y

salinidad en plantas de chile (C. annuum L.).
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VIII.

Materiales y métodos

8.1. Ubicacion del area experimental

La investigacion fue realizada en un invernadero experimental con un area de 63
m?, localizado en la Universidad Autonoma de Querétaro, Campus Amazcala, el
Marqués, Querétaro, México, con coordenadas 20°70°55.3’N, 100°2593.09"Q
(Figura 2). Se monitorearon las condiciones ambientales dentro del invernadero
durante el curso de los experimentos. La temperatura y la humedad relativa se
monitorearon mediante un termohigrometro Data Logger Elitech GSP-6/RC-61
(Elitech Technology Inc, USA). La radiacién solar se midid6 con un medidor de
radiacion fotosintéticamente activa, modelo LGBQM2 (Photobio, Phantom
Quantum). La concentracion de CO2 se monitore6 con un medidor digital de didxido
de carbono modelo CO2-100 (Amprobe, USA).

Se realiz6 la evaluacion del efecto de condiciones de estrés por sequia y de
estrés por salinidad en plantas de chile jalapefio, las cuales seran descritas en esta

seccion.

Figura 2. Ubicacion del area experimental.
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8.2. Estrés por sequia

8.2.1. Obtencion del material vegetal

La investigacion fue realizada en plantas de chile jalapeio variedad M.
(Capsicum annuum L.) bajo en condiciones de invernadero. Las semillas de chile
jalapefio (Westar Seeds International, USA) se sumergieron en agua potable

durante 12 horas con la finalidad de activarlas.

Posteriormente, las semillas fueron sembradas en una charola de germinacion
de polipropileno con 240 cavidades, cada cavidad contenia sustrato peat moss
(Hawita profesional, spezial substrate) humedecido a capacidad de campo. Se
pusieron 2 semillas por cavidad a una profundidad de 1.0 cm y se cubrieron con el

sustrato.

Finalmente, con el objetivo de mantener la humedad del sustrato y evitar el
desarrollo de hongos, la charola se cubrié con vermiculita exfoliada (Vermilita,
Termolita, México) y se dejo en oscuridad dentro de una bolsa de plastico negra a
temperatura y humedad relativa del ambiente, hasta su germinacién. Cuando se
visualizaron los primeros brotes, la charola fue expuesta a luz solar indirecta y se

regé diariamente con 2 mL de agua por cavidad, hasta su trasplante.

Las plantulas con 3 a 5 hojas (45 dias después de la germinacion de las semillas)
fueron trasplantadas en bolsas de plastico para vivero de 30 cm de largo x 30 cm
de ancho y un diametro de 19.5 cm, con capacidad para 5 L. Cada bolsa contenia
3 kg de una mezcla de peat moss (Hawita profesional, super terra ST1), tezontle y
arenilla con un tamafio de particula de 3.0 mm, las proporciones de la mezcla y

cantidades por bolsa se presentan en el Cuadro 6.

Cuadro 6. Composicion del sustrato de siembra.

Cantidad para 3 kg de

.z o,
Componente Proporcion en la mezcla (%) mezcla (kg)
Tezontle 60 1.8
Peat Moss 25 0.75
Arenilla 15 0.45
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Las plantulas fueron distribuidas en 4 canaletas, con 20 unidades cada una,
separadas entre si con una distancia de 25 cm. Las plantulas fueron regadas
diariamente, a capacidad de campo con 500 mL de agua (pH 6.5), distribuida en 8
riegos de 85 s cada hora, desde las 11:00 a.m. hasta las 6:00 p.m. Esta condicién
de riego se mantuvo hasta el inicio de los tratamientos de estrés por sequia.

8.2.2. Establecimiento del disefno experimental

Para la evaluacion del efecto del estrés por sequia en plantas de chile jalapefio,
se establecidé un disefio unifactorial con 4 niveles, siendo el factor la capacidad de
campo del sustrato (CC), con los niveles: 40% CC, 60% CC, 80% CC y 100% CC,
con base en lo reportado por Anjum et al. (2017).

Se establecieron los volumenes de fertirriego y tiempos de irrigacion diaria para
mantener la capacidades de campo establecidas (Cuadro 7). Los tratamientos se

clasificaron de la siguiente manera:

e 40 % CC como sequia severa (SS)
e 60 % CC como sequia moderada (SM)
e 80 % CC como sequia ligera (SL)

e 100 % CC como sin sequia (control)

Para controlar el volumen diario de fertirriego en cada tratamiento, se programé
un sistema de riego por goteo mediante valvulas de bola motorizadas de 1/2 pulgada
(Oumefar, China), que se abrian y cerraban mediante un motor de alto par. Se

utilizaron goteros ClickTIF HD con un caudal de 3 L.h-" (NDJ, México).

Cuadro 7. Condiciones de sequia evaluadas en plantas de Capsicum annum L.

Volumen del fertirriego Tiempo de irrigacién
Capacidad de campo (%) .
(mL*dia™") (min*dia™')
40 202.56 4.48
60 303.84 6.72
80 405.12 8.96
100 506.4 11.2

Se utilizé una solucién de Steiner para la fertirrigacion (Cuadro 8), manteniendo

una conductividad eléctrica de 2.0 dS.m™'y un pH de 6.0. Se calculd el coeficiente
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de uniformidad (UC) segun Moshe (2006), con el fin de verificar el funcionamiento

del sistema de riego para cada tratamiento, el cual se mantuvo por encima del 95%.

Cuadro 8. Composicion de la solucion nutritiva Steiner al 100% para 2500 L.

N° Componentes Cantidad base Cantidad para 2500 L
Sales mg*L" g
1 Nitrato de Calcio (Ca[NOs]2) 708 1770.00
2 Nitrato de Potasio (KNO3) 404.5 1011.25
3 Cloruro de Potasio (KCI) 149 372.50
4 Cloruro de Calcio (CaClz) 137 342.50
5 Sulfato de Potasio (K2S0O4) 87.13 217.83
6 Sulfato de Magnesio (MgSOa) 392.5 981.25
7 Nitrato de Magnesio (Mg[NOz3]2) 128 320.00
Quelatos g/L G
Hierro (Fe) 0.1 250.00
Cobre (Cu) 0.0074 18.50
10 Zinc (Zn) 0.003 7.50
11 Boro (B) 0.5 1250.00
12 Molibdeno (Mo) 0.00185 463
13 Manganeso (Mn) 0.01 25.00
Acido (mL*L") mL
14 Acido fosférico 0.125 3125

Los tratamientos se aplicaron a las plantas de chile jalapefio de manera

permanente durante un periodo de 69 dias, comprendido entre los dias 21 y 90

después del trasplante, desde su etapa vegetativa hasta la fructificacion.

La poblacién total fue de 80 plantas, con 20 unidades por cada tratamiento,

organizadas mediante un disefio de bloques completamente al azar. Se

establecieron cuatro bloques,

cada uno conformado por cinco unidades

experimentales, para un total de 20 plantas por tratamiento (Figura 3).
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Figura 3. Disefio experimental de bloques al azar. Los numeros representan los tratamientos de
sequia, siendo 1 sequia severa (40% CC), 2 sequia moderada (60% CC), 3 sequia ligera (80%CC)
y 4 el grupo control (100% CC).

8.2.3. Determinacion de las respuestas morfo-fisiolégicas al estrés por sequia
en plantas de chile jalapeio

Se monitorearon las respuestas morfoldgicas y fisioldgicas de las plantas de chile
jalapeio sometidas a las condiciones de estrés por sequia permanente. La altura
de la planta, el diametro basal, el numero de hojas, flores y frutos, masa de las
plantas, la tasa de fotosintesis, la tasa de transpiracion, la conductancia estomatica,
y el déficit de presion de vapor se monitorearon cada 3 dias, desde el dia 0 hasta el
dia 69 de tratamiento (DT). La masa de las plantas se midié cada siete dias (dia 0,
7,14, 21, 28, 35, 42, 49, 56, 72 DT). Se determiné el peso fresco de planta (raiz,
hojas y tallo), asi como el diametro ecuatorial y polar de frutos al finalizar los
tratamientos (69 DT).
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a. Respuestas morfoldgicas

Plantas: Se determiné el efecto de los tratamientos de estrés por sequia sobre la
altura de la planta, diametro del tallo, numero de hojas, numero de flores y frutos,
asi como el peso de las plantas. La altura se midié con un flexémetro desde la base
del tallo hasta la zona apical y se expreso en cm. El diametro del tallo se midi6é con
un vernier calibrador 150 mm (6”) de acero inoxidable (Karlen) y se expres6 en mm.
El conteo de hojas, flores y frutos se realizé manualmente y se expresé como
numero de hojas, flores o frutos por planta. La masa de las plantas se determiné
mediante una bascula L-PCR20 (Torrey, México), cada siete dias, y se expreso

como kg por planta.

Frutos. Después de 69 dias de imposicién de los tratamientos de sequia, se
cosecharon todos los frutos por planta. Se conté manualmente el numero de chiles
por planta, y se midié su tamafo (diametro ecuatorial y polar) con un vernier. Se
registraron los pesos de todos los frutos con una bascula digital Alfa (Aquila Alfa) y

se determino el rendimiento del fruto, expresado como kg de fruto fresco por planta.
b. Propiedades fisiolégicas

Se midieron la fotosintesis (Pn), la transpiracion (E), la conductancia estomatica
(Gs), el déficit de presion de vapor (VPD) y el indice de vegetacion de diferencia
normalizada (NDVI). Se utilizé un conjunto de sensores inteligentes basados en un
controlador de matriz de puertas programables en campo (FPGA) y un sistema de
intercambio de CO2 para monitorear la concentracion de COz en la atmésfera y
alrededor de la hoja, el aire, la temperatura de la hoja y el intercambio de vapor de
H20, por medio del dispositivo mostrado en la Figura 4. Esas mediciones se
utilizaron para calcular Pn (umol.m2.s™"), E (mg.m2.s"), Gs (mmol.m™2.s™") y VPD
(kPa) (Duarte-Galvan et al., 2014; Millan-Almaraz et al., 2013). Se seleccionaron al
azar cuatro plantas por tratamiento y se analizé una hoja de la zona apical de cada
planta. Para calcular el NDVI, se gener6 una base de datos de imagenes de todas
las plantas sometidas a tratamientos de estrés por sequia tomando fotografias del
dosel de cada planta de todos los tratamientos con una camara Canon PowerShot

A480 modificada y analizando estas imagenes de acuerdo con la metodologia
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reportada por Solano-Alvarez et al. (2022). Todas las imagenes se obtuvieron cada
tres dias durante el experimento y se procesaron utilizando Python y la biblioteca
Opencv (Python Software Foundation, EE. UU.).

Figura 4. Camara de intercambio de gases conectada a monitor para la estimacién de
fotosintesis, transpiracion, conductancia estomatica e indice de presién de vapor.

8.2.4. Determinacion del efecto del estrés por sequia sobre variables
bioquimicas en plantas de chile jalapefio

Hojas de chile jalapeino: Se determiné el contenido de prolina y la actividad de

enzimas antioxidantes como catalasa (E.C. 1.11.1.6), peroxidasa (E.C. 1.11.1.7),
superoxido dismutasa (E.C. 1.15.1.1), y ascorbato peroxidasa (E.C. 1.6.5.4),
ademas de la actividad enzimatica de fenilalanina amonio liasa (E.C. 4.3.1.5), en
muestras de hojas de las plantas de chile jalapefio. Los muestreos de hojas se
realizaron cortando una hoja de la zona apical de cada planta (20 hojas por
tratamiento), la cuales se congelaron con nitrégeno liquido y se conservaron en
ultracongelacion (-42 °C) hasta su analisis. Las hojas se muestrearon cada dos

semanas desde el inicio de los tratamientos (0, 14, 28, 42, 56, 70 DT).
a. Determinacion del contenido de prolina

El contenido de prolina se determiné de acuerdo con Lee et al. (2018). Los

extractos de prolina se obtuvieron mediante la homogeneizacion de una mezcla de
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hojas conservadas en ultracongelacién (30 mg) con 1 mL de acido sulfosalicilico al
1% (p/v) (Karal, Guanajuato, México). Las muestras homogeneizadas se
centrifugaron durante 10 min a 10,000 rpm y 4°C. Después, 300 uL de cada extracto
se homogeneizaron con 600 pL de solucién de ninhidrina al 1.25% (p/v) (Sigma-
Aldrich, Canada) disuelta en acido acético glacial (J.T. Baker, Xalostoc, México).
Cada mezcla se incub6 en bafio de agua durante 60 min a 90+£3°C. La reaccion se
detuvo enfriando las muestras en el congelador de un refrigerador durante 10 min.
Después de 5 min a temperatura ambiente, se colocaron 300 pL de cada muestra
en un pozo de una microplaca de 96 pozos. La absorbancia de las muestras se
midié a As1onm en un espectrofotometro de microplacas Multiskan SkyHigh Thermo

Scientific (Thermo-Fisher, USA). La determinacién se realiz6 por triplicado.

Se realiz6é una curva de calibracién con un estandar de prolina (Sigma-Aldrich,
Canadda) a concentraciones de 0 a 50 yg.mL"' (Cuadro 9), por duplicado. Las
muestras de solucién estandar se trataron de la misma forma que las muestras
analizadas. El blanco de la reaccion se obtuvo sustituyendo el extracto de la
muestra por una solucion de acido sulfosalicilico (1% p/v). La cantidad de prolina se

expresé como mg de prolina por g de hoja.

Cuadro 9. Reactivos y concentraciones parar realizar la curva de calibracién de prolina.

Solucion estandar Solucién de acido Solucion de
Concentracién de de prolina (200 sulfosalicilico (1% p/v) ninhidrina al 1.25%
pg.mL") (p/v)

prolina (ug.mL"")

(uL) (kL) (uL)
0 0 300 600
5 30 270 600
10 60 240 600
15 90 210 600
20 120 180 600
25 150 150 600
30 180 120 600
35 210 90 600
40 240 60 600
45 270 30 600
50 300 0 600
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b. Determinacion de la actividad enzimatica

Determinacion de proteina: La actividad enzimatica de catalasa (CAT),

peroxidasa (POD), superéxido dismutasa (SOD), fenilalanina amoniaco liasa (PAL)
y ascorbato peroxidasa (APX) se expres6 como una unidad enzimatica por g de
proteina. Por lo anterior, se determiné el contenido de proteina en el tejido foliar
mediante el método de Bradford, adaptando la técnica a microplaca (Bradford, 1976;
Sandeep Kumar et al., 2022).

Se realizé la extraccion de proteina homogenizando 0.1 g de muestra vegetal
(hojas conservadas en ultracongelacién) con 500 yL de disolucion amortiguadora
Tris-HCI 1 M (pH 6.8) (Roche Diagnostics GmbH, Alemania) y centrifugando la
solucion a 12,000 rpm durante 20 min a 4 °C. Se conservo el sobrenadante (extracto
proteico) a 4°C y se procedié a su analisis. Para el ensayo de cuantificacion, se
adicionaron 50 L de extracto proteico y 250 L del reactivo de Bradford en cada
pozo de una microplaca de poliestireno de 96 pozos; cada solucién fue mezclada e
incubada durante 20 min a temperatura ambiente, y se midié su absorbancia a Asgsnm

en un espectrofotdmetro Multiskan SkyHigh Thermo Scientific.

Para determinar el contenido proteico de las muestras se realizé una curva de
calibracion utilizando una curva de calibracion con albumina de suero bovino “ASB”
con pureza = 96% (Sigma-Aldrich, Canadd). A partir de a 250 uyg/mL de ASB se
realizaron diluciones para obtener concentraciones de 0-100 pg.mL", por duplicado.
A 250 pL de cada dilucion se le adiciono 1.25 mL del reactivo de Bradford (Sigma-
Aldrich, Canadd), la mezcla se agitd en un vértex MX-S (DLAB Scientific Inc.,
China), se incub6é durante 20 min y se midié su absorbancia a Asgsnm. Las
concentraciones y volumenes de reactivos utilizados para la curva de calibraciéon se
presentan en el Cuadro 10. La cantidad de proteina se expresé ug equivalentes de

proteina por mg de hoja.
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Cuadro 10. Reactivos utilizados para realizar la curva de calibracion de proteina por el método de Bradford.

Concentracion ASB Solucién estandar de Disolucién R;?:Li;/:r:e
(ug.mL) proteina "ASB" (250 amortiguadora

Mg.mL") (uL) TrisHCI 1 M (pL) (mL)

0 0 250 1.25

0.5 0.5 249.5 1.25

1 1 249 1.25

5 5 245 1.25

10 10 240 1.25

15 15 235 1.25

20 20 230 1.25

25 25 225 1.25

50 50 200 1.25

75 75 175 1.25
100 100 150 1.25

Catalasa (E.C. 1.11.1.6): Se realiz6 la determinacién de la actividad enzimatica

de CAT siguiendo la metodologia reportada por Afiyanti & Chen (2014). Se realiz6
la extraccion de la enzima CAT a partir de 0.1 g de hoja fresca, homogeneizado en
1 mL de una disolucién amortiguadora que contenia Tris-HCIl a 100 mM, glicerol al
20% (v/v) y 2-mercaptoetanol (Promega, USA) a 30 mM (pH 8.0; 4 °C). La mezcla
se agité en vortex durante 2 min y se centrifugd a 12,000 rpm durante 15 min a 4
°C. El sobrenadante (extracto enzimatico) se separd del sedimento y se almacend

a 4 °C, protegido de la luz.

La determinacion de CAT se realizd adicionando 260 pL de la disolucion
amortiguadora de fosfato de potasio 50 mM (pH 8.0) en los pozos de una microplaca
de poliestireno transparente de 96 pozos, seguido de 26 uL de una solucion de
peréxido de hidrogeno 100 mM, y 13 pL de extracto enzimatico. Se midio el cambio
de absorbancia a A2onm en un espectrofotometro Multiskan SkyHigh Thermo
Scientific, cada minuto durante 6 min. La actividad de CAT se expresd6 como
unidades enzimaticas (U) por mg de proteina. La unidad enzimatica se define como

la cantidad de enzima (CAT) que cataliza 1 pumol/min de perdxido de hidrogeno, bajo
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las condiciones del ensayo. Se utilizé la Ecuacién (3) para calcular la actividad de

CAT se presenta a continuacion:

_ (AA240 nm) (VE)(FD)
CAT (U) = (& Ve) L) (3)

donde AAz40nm €S €l cambio de absorbancia por min, Ve es el volumen del extracto,
V't es el volumen total del ensayo, FD es el factor de dilucion, € es el coeficiente de
extincion molar de peréxido de hidrégeno (39.4 Mm'.cm™), L es la longitud de la

celda (cm).

Superdxido dismutasa (EC.1.15.1.1): La actividad de SOD se determind por

espectrofotometria (Asgonm) POr la inhibicion de la reduccién de nitroazul de
tetrazolio (NBT, por sus siglas en inglés), siguiendo la metodologia reportada por
Hayat et al., (2018), con modificaciones. Se realizé la extraccion de la enzima SOD
a partir de 0.1 g de hoja fresca homogeneizado en 1 mL de una disoluciéon
amortiguadora de fosfato de potasio 50 mM (pH 7.8). La mezcla se agité en vortex
durante 2 min y se centrifugd a 12,000 rpm durante 15 min a 4 °C. El sobrenadante
(extracto enzimatico) se separd del sedimento y se almacend a 4 °C, protegiéndose

de la luz.

Para el ensayo de la actividad enzimatica de SOD se pusieron 750 pyL de una
disolucién amortiguadora de fosfato de potasio 50 mM (pH 7.8) en un microtubo de
1.5 mL. A este volumen se anadieron 150 yL de EDTA-Naz2 0.1 mM, 150 yL de
metionina 0.13 M, 150 uL de NBT 0.75 mM, 150 uL de riboflavina 0.02mM y 150 uL
del extracto enzimatico. Para el blanco, se anadieron 150 uL de EDTA-Na2 0.1 mM,
150 pL de metionina 0.13 M, 150 uL de NBT 0.75 mM, 150 uL de riboflavina 0.02
mM y 150 uL de agua destilada. Los tubos con las soluciones se mezclaron por
inversion, se expusieron a 125 lux durante 15 min, seguido de mezcla por inversion,
y se midi6 su absorbancia a 560 nm. Las determinaciones se realizaron por
duplicado para cada uno de los tratamientos por dia de muestreo. La actividad de
SOD se expres6 como U por g de proteina. Una U se define como la cantidad de
enzima (SOD) que inhibe el 50% de la reduccién de NBT por superoxido generados,

bajo las condiciones del ensayo.
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El porcentaje (%) de reduccion de NBT se calcul6 utilizando la Ecuacion (4):
Ly e s A
Inhibiciéon del NBT (%) = (1 - E) * 100 (4)

donde A es la absorbancia de la muestra de reaccion a 1549, B €s la absorbancia

del blanco de la reaccion a Asgpnm -

La Ecuacion (5), obtenida a partir de una curva patron de% de inhibicion de
reduccién de NBT versus actividad de SOD, fue utilizada para la determinacion

del% de inhibicion de NBT para los extractos enzimaticos:
y = 8.6026In(x) + 55.836 (5)

donde y es el % de inhibicion y x es la actividad de SOD (U.mL™")

Peroxidasa (EC 1.11.1.7): La actividad de POD se determind por

espectrofotometria (14-0,m) CON base en las metodologias reportadas por Kumar
(2021) y Padré et al., (2021). El extracto enzimatico de POD se obtuvo mezclando
0.1 g de muestra vegetal en 1 mL de una disolucion amortiguadora de fosfato de
potasio 50 mM (pH 6.5). La mezcla se agité durante 2 min en vortex y se centrifugd
a 12,000 rpm durante 15 min a 4 °C. Finalmente se separo el sobrenadante (extracto

enzimatico) y se almacené a 4 °C.

El ensayo de la actividad enzimatica de POD se realizé colocando 300 uL de la
disolucién amortiguadora de extraccion (fosfato potasico 50 mM, pH 6.5) en pozos
de una microplaca de poliestireno transparente de 96 pozos, seguido de la adicion
de 5 pL de guayacol 20 mM, 10 uL de peroxido de hidrogeno 25 mM y 10 uL del
extracto enzimatico. Se agitdé y se midid6 la absorbancia A,;¢,, €n el
espectrofotdbmetro Thermo Scientific™ Multiskan™ FC, durante un periodo de 20
min tomando un registro de la absorbancia cada 30 segundos. La lectura de la
reaccion comenzé cuando la absorbancia de la reaccion fue de 0.05 y se detuvo
cuando alcanz6 una absorbancia de 0.1. La actividad enzimatica fue determinada
por el nivel de produccion de tetraguayacol de acuerdo con la Ecuacidon 6. Los

resultados se expresaron en U.mg"' de proteina. Una unidad de actividad de
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POD se define como la cantidad de enzima que causa la formacién de 1 ymol de

tetraguayacol por minuto.

—Abs muestra;)—Abs blanco) (Vt)
(E) (£)(Ve) (L)

AAbsorbancia,;onm = (Abs muestray — Abs muestra;) — Abs blanco

((Abs muestraf

Actividad de POD (U) = (6)

donde V; es el volumen total de reaccién (mL),V, es el volumen de extracto
enzimatico (mL),t es el tiempo de reaccion (min), E es el coeficiente de extincion

molar del tetraguayacol (26.6 mL.umol-'.cm™), L es la longitud del haz de luz (1 cm).

Fenilalanina Amonio Liasa (E.C. 4.3.1.5): La actividad de PAL se determina

espectrofotométricamente (1,49,:,») POr la cuantificacion de acido cinamico formado
a partir de la catalisis de L-fenilalanina. Este ensayo se realizé con base en la
metodologia reportada por Toscano et al., (2018). Para la obtencion de extractos
enzimaticos de PAL se homogeneizaron 0.1 g de tejido foliar con 1 mL de una
disolucion amortiguadora de Borato 0.1 M con 2-Mercaptoetanol 0.1% (v/v) a pH de
8.8, agitando durante 2 min en un vortex. Las soluciones fueron centrifugadas a
12,000 rpm durante 15 min (4 °C), se separé el sobrenadante (extracto enzimatico)

y se almacené a 4 °C.

La determinacion de la actividad de PAL se realizé colocando en cada pozo de
una microplaca de poliestireno transparente de 96 pozos un volumen de 270 pL de
una disolucion amortiguadora de Borato 0.1 M con L-Fenilalanina 10 mM (pH 8.8) y
30 pL de extracto enzimatico. La mezcla se incubd a 40 °C durante 60 min, tiempo
después del cual se anadieron 50 uL de una soluciéon de HCI 1 N (para detener la
reaccion) y se dejé reposar durante 10 min. Posteriormente, se midi6 la absorbancia
de cada mezcla a A,99,m. Se tuvo un blanco que contenia 270 pL de la disolucion
amortiguadora de reaccion y 30 pyL de agua destilada. Se realizé una curva de
calibracion con acido cinamico, partiendo de una solucién estandar de 0.2 mg/mL y
haciendo diluciones para alcanzar concentraciones entre 0 y 25 ug.mL™", como se

presenta en el Cuadro 11.
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Cuadro 11. Reactivos utilizados para realizar la curva de calibracién de acido cinamico para determinacién
de la actividad de PAL.

Solucion estandar de acido

Acido cinamico (ug.mL"") cindmico (200 pg.mL) (uL) Agua destilada (uL)

0 0 1000.0

2.5 12.5 987.5

5.0 25.0 975.0

7.5 375 962.5

10.0 50.0 950

12.5 62.5 937.5

25.0 125.0 875.0

Después de calcular la cantidad de acido cinamico producido, se trabajé con la

Ecuacion 7.

(Acido cinamico) (V) (FC) (7)

Actividad PAL = —
(Vo) (t)(PM del acido cinamico)

donde Acido cinamico es obtenido de los extractos enzimaticos (mg.mL™), V; es el
volumen total del ensayo (mL), V, es el volumen de extracto (mL), t es el tiempo de
reaccion (60 min), PM es el peso molecular del acido cinamico (148.1586 g.mol

"), FC es el factor de conversion de unidades (1000).

Los resultados se expresaron como U.g™" de proteina. Una unidad de actividad
enzimatica se define como la cantidad de enzima (PAL) que produce 1 pmol.min-"!

de acido cinamico, bajo las condiciones del ensayo.

Ascorbato peroxidasa (EC. 1.11.1.11): La determinacion espectrofotométrica de

la actividad de APX se realiz6 de acuerdo con el método reportado por Li et al.,
(2004), con modificaciones. La técnica consiste en que APX reduce el peroxido de
hidrogeno a agua utilizando acido ascérbico como sustrato y produce la forma
oxidada de acido monodeshidroascérbico (MDHA). La tasa de oxidaciéon del
ascorbato puede ser seguida por la disminucion de la absorbancia a 290 nm. Para
la obtencion de los extractos enzimaticos se mezclaron 0.1 g de hoja macerada y 1
mL de una disolucién amortiguadora de fosfato potasico 50 mM (pH 7.0), acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) 1 mM, polivinilpirrolidona 2% (p/v), glicerol 10%

(p/ v), y acido ascorbico (AsA) 1 mM; se homogeneizaron agitando en vortex durante
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2 min. Las soluciones fueron centrifugadas a 11,800 g durante 15 min a 4 °C. Se
utilizé el sobrenadante como extracto enzimatico crudo, el cual fue almacenado a 4
°C.

Para el ensayo de determinacién de la actividad de APX se inicié la reaccion
colocando 30 pL del extracto enzimatico y 270 uL de una disolucion amortiguadora
de fosfato potasico 50 mM, EDTA 0.1 mM, H,0, 0.1 mM, AsA 0.5 mM. Se midio la
disminucién de la absorbancia a 290 nm en el espectrofotometro UV-Vis a intervalos
de 15 s durante 5 min. Se us6 como blanco la mezcla de reaccion sin H,0, y sin

extracto enzimatico. La actividad de APX fue calculada mediante la ecuacion 8:

((Abs muestraf—Abs muestra;)—Abs blanco) (Vt)

Actividad APX = (E) (©)(V) (L)

(8)

donde V; es el Volumen total de reaccion (mL), V,: Volumen de extracto enzimatico
(mL),t: Tiempo de reaccidon (min),E: Coeficiente de extincion molar del ascorbato
(2.8 mM-'.cm™), L: Longitud del haz de luz (1 cm).

La actividad enzimatica de APX se expres6 como pmol de acido ascorbico

oxidado min"' g-! de proteina.

c. Determinacién del contenido de capsaicina, polifenoles y flavonoides

totales

Obtencidon de muestras de chile jalapeino liofilizadas: Se cosecharon frutos de

chile jalapeno después de 69 dias de tratamientos de estrés por sequia. Se
obtuvieron extractos acuosos de los frutos a partir de una mezcla de 100 g de
material vegetal para cada tratamiento licuados con 100 mL de agua destilada. Se

liofilizaron 25 mL de estos extractos, por duplicado.

Obtencion de extractos metandlicos: Para la obtencidon de los extractos, se

pesaron 52 mg de muestra de fruto de chile liofilizado en una balanza analitica serie
321 LS (Precisa, Suiza) con 1 mL de metanol al 100% (v/v) (J.T. Baker; Xalostoc,

México); la extraccion se realizé protegiéndose de la luz. La mezcla se incubd
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durante 2 h en un bafo de sonicacion Branson 1510R-MT Ultrasonic Cleaner
(Branson Ultrasonics Corporation, México), con una frecuencia de 42 kHz. Los
extractos se centrifugaron a 10,000 rpm durante 15 min a 15°C, en una

Microcentrifuga Velocity 15u (Dynamica, Reino Unido).

Capsaicinoides totales: Para la cuantificacion de capsaicinoides totales, se

disolvieron 100 yL de cada extracto en 900 pL de metanol al 100% y se midi6é su
absorbancia a una longitud de onda (A) de 280 nm en un espectrofotdmetro UV-vis
Halo XB-10 (Dynamica, Reino Unido), en celdas de cuarzo (Cerén-carrillo et al.,
2015). Para realizar la curva de calibracion se preparé una solucion stock de
capsaicina con una pureza 2 95% (Sigma-Aldrich, Canada) (1 mg.mL-1) y a partir
de esta se prepararon concentraciones estandar de capsaicina desde 0 hasta 0.1

mg.mL-1, para un volumen de 1 mL, como se presenta en el Cuadro 12.

Cuadro 12. Concentraciones de capsaicina utilizadas para realizar la curva de calibracion.

Concentracion de Solucién estandar de
Cantidad de metanol (pL)
capsaicina (mg.mL") capsaicina (1 mg.mL™") (uL)

0 0 1000

0.005 10 990

0.01 20 980

0.015 30 970

0.02 40 960

0.025 50 950

0.03 60 940

0.035 70 930

0.04 80 920

0.045 90 910

0.05 100 900

0.1 200 800

Polifenoles y flavonoides totales: La cuantificacion de polifenoles totales se

realizd de acuerdo con Ricardez-Miranda (2021). Se tomaron 200 pyL de extractos
vegetales disueltos en metanol (1:10) y se mezclaron con 1 mL de agua destilada y
100 uL del reactivo Fenol Folin-Ciocalteu (Hycel, Jalisco, México), las mezclas para

cada muestra fueron homogeneizadas y se adicionaron 200 uL de Na2COs (15%
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p/v). Las mezclas fueron incubadas en oscuridad durante 30 min, tiempo después
del cual se midié su absorbancia a A7eonm €n un espectrofotometro UV-vis Halo XB-
10.

Se realizé una curva de calibraciéon con acido galico a partir de una solucién
estandar de 100 ug.mL"" y haciendo diluciones para obtener concentraciones de 0,
10, 20, 30 y 40 ug.mL"", las soluciones estandar recibieron el mismo tratamiento de
las muestras. El contenido de polifenoles se expres6 como mg equivalentes de

acido galico (GAE) por g de muestra.

La determinacion del contenido de flavonoides totales se realizd por
espectrofotometria mediante el método basado en la formacion de un complejo
flavonoide-aluminio (Menichini et al., 2009). Se utilizaron 0.5 mL de los extractos
metandlicos a los cuales se les adicionaron 0.03 mL de nitrito de sodio al 5% (p/v)
y 0.06 mL de cloruro de aluminio al 10% (p/v). Después de 6 min de reaccion se
adicionaron 0.2 mL de NaOH 1 M y 0.21 mL de agua destilada. Se midio la
absorbancia de las reacciones a 510 nm. Se realizé una curva de calibracion a partir
de una solucion estandar de quercetina 200 ug.mL™", haciendo diluciones con agua
destilada para tener concentraciones de 0, 20, 40, 60, 80, 100, y 109.1 yg.mL™",
cada solucién recibié el mismo tratamiento que los extractos. El contenido de
flavonoides se expres6 como mg equivalentes de quercetina (Q) por gramo de

muestra vegetal.

La determinacion de polifenoles y quercetina totales se realizo por triplicado para

cada extracto y para cada solucion en la curva de calibracion.

8.2.5. Determinacion del efecto del estrés por sequia sobre la expresion de

genes chalcona isomerasa

Se midié la expresiéon del gen CHi (chalcona isomerasa), segun Caicedo-Lopez
et al. (2021). Se realiz¢ la extraccion de ARN de una mezcla de hojas de C. annuum
para cada tratamiento, mediante el método del reactivo TRIzol (Ambion). La
integridad y la concentracion del ARN extraido se determinaron por
espectrofotometria UV-vis en un Nanodrop 2000 (Thermo-Scientific, USA). A partir

del ARN extraido se realizé la sintesis de ADN complementario (ADNc) con el kit de
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sintesis Maxima First Strand para RT-gPCR (Thermo Fisher Scientific), siguiendo el
protocolo establecido por el fabricante, y se determiné su integridad y concentracion.
Finalmente, la amplificacion de los genes caPIP1-1 y Chs se realizd en un
termociclador utilizando ADN polimerasa DreamTaq segun el protocolo de PCR
suministrado por el proveedor (Thermo Fisher Scientific). Los oligonucleétidos
utilizados fueron obtenidos de T4-OLIGO y se presentan en el Cuadro 13. El
protocolo seguido para la amplificacion de cada gen se muestra en el Cuadro 14.

La expresidn genética relativa se calcul6 utilizando el método 224€T,

Cuadro 13. Oligonucleétidos utilizados para RT-gPCR de Capsicum annuum con tratamientos de sequia.

Tamaiio del
Gen Direccion Secuencia del primer (5" a 3) fragmento
(pb)
. Forward CGACCCTCAGTCAAACGAC
CHi Reverse TGGGCCACGGAAAGTAACTG 14
Actina Forward ATGTGACGTGGATATTAGGAAAG
(referencia) Reverse AGGGAAGCCAAGATAGAGCC
Cuadro 14. Protocolo de amplificacién para CaPIP1-1 y Chs mediante RT-gPCR.
Gen Condicién Numero de ciclos
95 °C, 10 min
95°C,15s
CHi 58 °C, 30's 44
72°C,20s
65-95 °C,5s

8.2.6. Obtenciéon de modelos matematicos que estimen y predigan el estrés

por sequia en plantas de chile jalapeno

a. Estimadores del del estrés por sequia

Se obtuvieron valores acumulados de las respuestas morfologicas (diametro

basal del tallo, peso de la planta y altura de la planta), fisiolégicas (fotosintesis,
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transpiracion, conductancia estomatica e indice de vegetaciéon de diferencia
normalizada) y bioquimicas (prolina) de Capsicum annuum para cada tratamiento

de sequia evaluado.

Se aplicaron regresiones lineales de minimos cuadrados a los datos acumulados
(Currell, 2015), y se obtuvieron valores 8 de las ecuaciones (y = a + t). Los valores
B se consideraron como estimadores de estrés por sequia mediante el método de
estimacion por intervalos. Se utilizé la prueba normal de Shapiro-Wilk para evaluar
la distribucién normal de los datos y se utilizé un analisis de varianza residual para

determinar la distribucion aleatoria (Ramachandran & Tsokos, 2021).
b. Analisis de componentes principales

Se obtuvo un andlisis de componentes principales (PCA) tridimensional para los
valores de las respuestas morfoldgicas (diametro basal del tallo, altura y peso de la
planta), fisiolégicas (fotosintesis, transpiracion, conductancia estomatica, déficit de
presion de vapor e indice de vegetacion de diferencia normalizada) y bioquimicas
(contenido de prolina y actividad enzimatica de SOD, PAL y APX) de las plantas de
chile jalapefo tratadas bajo condiciones de sequia, donde los ejes x, y, z son los
componentes 1, 2 y 3 respectivamente. Se obtuvo un PCA para los dias de
tratamiento 24, 42 y 57 para representar tres etapas fenoldgicas importantes
(vegetativa, floracién y fructificacion). Los datos se analizaron en JMP v. 13 y el

programa RStudio.
8.2.7. Analisis estadisticos

La evaluacién del efecto de las condiciones de sequia evaluadas sobre las
respuestas morfologicas, fisiologicas, bioquimicas y moleculares se realizd
mediante un analisis de varianza (ANOVA) con niveles de confianza de 0.80, 0.85,
0.9, y 0.95. Las diferencias entre tratamientos se determinaron mediante la prueba
de comparacién de medias de Tukey con a de 0.05-0.1. Los datos se analizaron
utilizando JMP v. 13 (SAS Institute Inc., Carolina del Norte, U.S.A.) y el programa
RStudio.
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8.3. Estrés por salinidad
8.3.1. Establecimiento del disefio experimental

Se establecio un disefio unifactorial donde se evalu6 la aplicacién de NaCl con
tres niveles (50, 75, y 100 mM), y teniendo como control la aplicacion de agua
potable; las caracteristicas fisicoquimicas de las soluciones evaluadas se muestran

en el Cuadro 15.

Los tratamientos de estrés salino se indujeron en plantas de chile jalapefio 32
dias después de su trasplante (4-6 hojas verdaderas), aplicando 100 mL de cada
soluciéon de NaCl cada semana durante un ciclo productivo del cultivo de chile
jalapefio (71 dias). Las fechas de aplicacion de los tratamientos se presenta en el
Cuadro 16.

Los tratamientos se aplicaron en un disefio completamente al azar, con 18
plantas por tratamiento para el control, NaCl 50 y 75 mM, mientras que para el

tratamiento con NaCl 100 mM se tuvieron 9 plantas.

Cuadro 15. Caracteristicas de las soluciones de NaCl y control.

Conductividad eléctrica Solidos totales
Tratamiento pH
(CE) disueltos (ppt)

Control 0.55+0.02 0.27+0.01 6.22+0.2
NaCl 50 mM 6.53+0.23 3.26+0.11 6.09+0.09
NaCl 75 mM 8.9+0.28 4.45+0.14 5.931+0.11
NaCl 100 mM 10.93+0.37 5.46+0.18 5.85+0.4

Cuadro 16. Fechas de aplicacion de los tratamientos con NaCl.

Semana

‘2 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1
2

E § 8 8 %8 § g § ¥ § ¥ 3

38 8 ¢ /] & 8 & 2 g 8

Control v v v v v v v v v v v

NaCl 50 mM v v v v v v v v v v v

NaCl 75 mM v N4 N4 v v v v v v v v

NaCl100 mM / v v Vv Vv Vv v v v N v

(0]
(o]



Todas las plantas fueron regadas diariamente con una solucién Steiner al 100%,
(CE: 2.5 y pH: 6.5), suministrada en 10 riegos, dos min por riego, para un total de
un L.dia™.

8.3.2. Determinacién de las respuestas morfo-fisiolégicas al estrés por
salinidad en plantas de chile jalapefio

a. Propiedades morfolégicas

Desde el inicio de los tratamientos y durante 11 semanas se monitorearon
variables morfoldgicas: altura de la planta, diametro basal del tallo, numero de flores
y frutos, siguiendo la metodologia descrita en la seccion 7.2.3. inciso a, para todas

las plantas tratadas. Las determinaciones se realizaron semanalmente.
b. Propiedades fisiolégicas

Se monitorearon semanalmente las variables fotosintesis, transpiracion,
conductancia estomatica, y déficit de presiéon de vapor utilizando un fitomonitor
basado en FPGA. Las mediciones se realizaron al azar para 4 plantas por
tratamiento, cada dia de monitoreo. También se calculé el valor de NDVI a partir de
imagenes tomadas semanalmente al dosel de todas las plantas. Lo anterior, de
acuerdo con la metodologia descrita en la seccion 8.2.3. inciso b.

8.3.3. Determinacion del efecto del estrés por salinidad sobre variables
bioquimicas en plantas de chile jalapefio

Se muestrearon hojas del area apical de todas las plantas tratadas (una hoja por
planta) para los dias de tratamiento 0, 14, 28, 32, 47, 61, y 74. Las muestras se
congelaron con nitrégeno liquido y se almacenaron en ultracongelacion a -42°C. Se
realizd6 una mezcla de las hojas por tratamiento y se determiné el contenido de
prolina y la actividad de las enzimas CAT, SOD, PAL, y APX. En el caso de los
frutos, estos se cosecharon en la semana 12 después de iniciados los tratamientos,
se liofilizaron y se determiné su contenido de capsaicinoides, fenoles y flavonoides

totales.
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a. Determinacion del contenido de prolina

Se determind la concentracion de prolina en las muestras de hojas conservadas
en ultracongelacion con base en la metodologia descrita en la seccidn 7.2.3, inciso
a. Los extractos de prolina se obtuvieron con 200 mg de muestra vegetal y 1 mL de
acido sulfosalicilico (1%), por duplicado. Para la prueba de cuantificacion de prolina
se mezclaron 45 pL de cada extracto, 255 pL de acido sulfosalicilico, y 600 pL de
ninhidrina (1.25%), y se incubaron en un bafo térmico a 90°C durante 1 h y
posteriormente se enfriaron en el congelador 10 min. Se adicionaron 300 uL de cada
muestra en un pozo de una microplaca de 96 pozos y se midio la absorbancia a 510
nm. La determinacion se realizd por duplicado para cada extracto. La cantidad de
prolina se calcul6 utilizando la Ecuacion 9 (Anexo 1.a). El contenido de prolina se

expres6 como mg de prolina por gramo de hoja fresca.

y = 0.0312x + 0.0402 (9)

b. Determinacion de la actividad enzimatica

Extractos enzimaticos: Se obtuvieron extractos enzimaticos a partir de 200 mg

de muestras de hojas frescas homogenizadas y congeladas usando 1 mL de una
disolucién amortiguadora de fosfato de potasio 50 mM (pH 7.8). Cada mezcla se
agitd en vortex durante 2 min y se centrifugé a 12,000 rpm durante 15 min a 4°C. El
sobrenadante se separé del sedimento y se almacend a 4 °C, protegiéndose de la
luz. Los extractos fueron obtenidos por triplicado y utilizados para la determinacién
del contenido de proteina y la actividad de CAT, SOD, PAL, y POD.

Determinacion de proteina: La cuantificacion del contenido de proteina se realizé

usando el método de Bradford por espectrofotometria adaptado a microplaca de 96
pozos. Se mezclaron en cada pozo de una microplaca de poliestireno 10 uL de
extracto enzimatico y 190 uL del reactivo de Bradford, y se incubd durante 20 min a
temperatura ambiente. Posteriormente, se midio la absorbancia de cada reaccion a

As9snm en un espectrofotometro Multiskan SkyHigh Thermo Scientific.

Cada reaccion se llevo a cabo por triplicado y se midié la absorbancia de cada

una tres veces. Se realizé una curva de calibracién con albumina de suero bovino
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como estandar a concentraciones de 0, 25, 50, 75,125, 150 y 200 (ug.mL™),

realizada bajo las mismas condiciones en las que se procesaron los extractos.

Catalasa (E.C. 1.11.1.6): Se realiz6 la determinacién de la actividad enzimatica

de CAT siguiendo el método reportado Hadwan (2018), el cual se basa en un
cambio de oxidacion del cobalto Il a cobalto Il por accion del perdxido de hidrogeno
en presencia de una solucién de bicarbonato de sodio, donde la disociacién del
H202 es proporcional a la actividad de CAT presente en la muestra analizada. Se
prepard una solucion de trabajo que contenia 10 mL de una solucidn de cobalto Ii
(20.3 mg de Co(NO3)2:6H20.mL"' de agua destilada), 10 mL de una solucién de
hexametafosfato de sodio (10 mg de (NaPOs)e.mL™' de agua destilada), y 180 mL
de bicarbonato de sodio (90 mg de NaHCOs. mL"' de agua destilada). Las
soluciones se adicionaron en el orden en que se presentan. También se preparo
una solucion de H202 (10 mM) en una solucién amortiguadora de fosfatos (50 mM,
pH 7.0). Las etapas del método seguidas para determinar la actividad de CAT se

presentan en el Cuadro 17.

Cuadro 17. Reactivos y metodologia seguida para la determinacién de la actividad de CAT en hojas de chile
jalapefio sometidas a tratamientos salinos.

Etapa Reactivo Prueba Estandar Blanco
Extracto enzimético diluido (1:5 en solucién

amortiguadora de fosfatos 50 mM, pH 7.0) 30uL 0 0
1 Agua destilada 0 30 L 90 L
H202 60 L 60 1L 0

Los reactivos fueron adicionados en microtubos, mezclados en vértex, e incubados a

37°C durante 2 min.

Solucién de trabajo 360 pL 360 pL 360 pL
2 Tras la adicién de la solucién de trabajo a los microtubos, estos se mezclaron en vértex

por 5 s y se incubaron a temperatura ambiente durante 10 min en la oscuridad.

Se tomaron 300 uL de cada tubo y se pusieron en pozos de una microplaca. Se

registro la absorbancia a A¢40m Y S€ utilizé la Ecuacion 10.

2.303

Actividad de CAT (kU) = Tlog% (10)

donde t es el tiempo de reaccion (10 min), S° es la absorbancia de la solucion

estandar, S es la absorbancia de la soluciéon de la muestra con la enzima.

Superoxido dismutasa (EC.1.15.1.1): La actividad de SOD se determiné por el

método de inhibicion de la reduccion de nitroazul de tetrazolio (NBT), siguiendo la
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metodologia descrita en la seccion 7.2.3, inciso b. La actividad de SOD se expresé
como U por g de proteina, donde una U se define como la cantidad de enzima (SOD)
que inhibe el 50% de la reduccion de NBT por superdoxido generados, bajo las
condiciones experimentales. La determinacién de la actividad de SOD se realizé

mediante las ecuaciones 4 y 5.

Peroxidasa (EC 1.11.1.7): La actividad de POD en los extractos enzimaticos se

determind por espectrofotometria (147¢,m) Usando guayacol como sustrato y H202
como donante de hidrogeno. El ensayo consistioé en adicionar 280 pl de la disoluciéon
amortiguadora de extraccién (fosfato potasico 50 mM, pH 6.5) en pozos de una
microplaca de poliestireno transparente de 96 pozos, seguido de la adicién de 4.6
ML de guayacol 20 mM, 9.2 uL de peroxido de hidrogeno 25 mMy 2.0 yL del extracto
enzimatico. Se agitd y se midié la absorbancia (147¢0n,m) €n el espectrofotometro
Thermo Scientific™ Multiskan™ FC, durante un periodo de 35 min tomando un
registro de la absorbancia cada 60 s. La lectura de la reaccion comenzé cuando la
absorbancia de la reaccion fue de 0.05-0.07 y se detuvo cuando alcanzé una
absorbancia de 0.1-0.12 La actividad enzimatica fue determinada por el nivel de
produccion de tetraguayacol mediante la Ecuacién 6. Los resultados se expresaron

en U.g™" de proteina.

Fenilalanina Amonio Liasa (E.C. 4.3.1.5): La actividad de PAL se determiné por

espectrofotometria (1,90, ) POr la cuantificacion del acido cinamico formado a partir
de la catdlisis de L-fenilalanina. Este ensayo se realiz6 de acuerdo con la

metodologia descrita en la seccion 7.2.3, inciso b. Se realiz6 una curva de

calibracién a partir de una solucion estandar de acido cinamico (200 ug.mL™"), con

concentraciones de 0-200 ug.mL-' (Cuadro 18).
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Cuadro 18. Concentraciones y reactivos para realizar la curva de calibracion de acido cindmico.

Concentracion de acido Solucion estandar de acido Agua destilada (uL)
cinamico (ug.mL™") cinamico (200 ug.mL™") (uL)

0 0 1000

5 25 975
10 50 950
15 75 925
20 100 900
25 125 875
50 250 750
100 500 500
200 1000 0

La actividad de PAL se calculé mediante la Ecuacion 7. Los resultados se
expresaron como U.g" de proteina. Una unidad de actividad enzimatica se define
como la cantidad de enzima (PAL) que produce 1 umol.min"! de acido cinamico,

bajo las condiciones del ensayo.

Ascorbato peroxidasa (EC. 1.11.1.11): La determinacion espectrofotométrica de

la actividad de APX (1,90nm) S€ realizé siguiendo la metodologia reportada en la
seccion 7.2.3., seccion b. Para la obtencidn de los extractos enzimaticos se
mezclaron 0.2 g de hoja macerada con nitrégeno liquido y 1 mL de una disolucién
amortiguadora de fosfato potasico 50 mM (pH 7.0), acido etilendiaminotetraacético
(EDTA) 1 mM, polivinilpirrolidona 2% (p/v), glicerol 10% (p/v), y acido ascoérbico
(AsA) 1 mM; se homogeneizaron agitando en vértex durante 2 min. Las soluciones
fueron centrifugadas a 12,000 rpm durante 15 min a 4 °C. Se utilizé el sobrenadante
como extracto enzimatico crudo, el cual fue almacenado a 4 °C. Para el ensayo de
determinacién de la actividad de APX se inicié la reaccién colocando 30 uL del
extracto enzimatico y 270 uL de una disolucion amortiguadora de fosfato potasico
50 mM (pH 7.0), EDTA 0.1 mM, H,0, 0.1 mM, AsA 0.5 mM. Se midio la disminucién
de la absorbancia a 290 nm en el espectrofotometro UV-Vis a intervalos de 30 s
durante 5 min. Se usé como blanco la mezcla de reaccion sin H,0, y sin extracto
enzimatico. La actividad de APX se determin6 de acuerdo con la Ecuacion 8, y se

expresé como pumol de acido ascorbico oxidado min-' g de proteina.
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c. Determinacion del contenido de capsaicinoides, polifenoles y

flavonoides totales

Obtencidon de muestras de chile jalapefo liofilizadas: Se cosecharon frutos de

chile jalapeno después de 69 dias de tratamientos de estrés por sequia. Se
obtuvieron extractos acuosos de los frutos a partir de una mezcla de 100 g de
material vegetal para cada tratamiento licuados con 100 mL de agua destilada. Se
liofilizaron 25 mL de estos extractos, por duplicado, para lo cual se utilizé un
liofilizador ECO-FD10PT.

Obtencion de extractos metandlicos: Para la obtencion de los extractos, se

pesaron 52 mg de muestra de fruto de chile liofilizado y se mezclaron con 1 mL de
metanol; la extraccion se realizé protegiéndose de la luz. La mezcla se mantuvo
durante 2 h en un bafo de sonicacion Branson 1510R-MT Ultrasonic Cleaner
(Branson Ultrasonics Corporation, México), con una frecuencia de 42 kHz. Los
extractos se centrifugaron a 10,000 rpm durante 15 min a 15°C. El sobrenadante
fue utilizado para la determinacién de capsaicinoides, polifenoles y flavonoides
totales. Los extractos metandlicos se obtuvieron por duplicado para cada

tratamiento.

Capsaicinoides totales: La metodologia para la cuantificacion del contenido de

capsaicinoides totales se adaptd a microplaca; en cada micropozo se adicionaron
10 pL de extracto y 290 uL de metanol y se midi6é su absorbancia a A280 nm en un
espectrofotometro Multiskan SkyHigh Thermo Scientific. Se obtuvo una curva de
calibracion a partir de una solucion estandar de capsaicina con una pureza = 95%
(Sigma-Aldrich, Canada) (1 mg.mL-1), a partir de esta solucién se realizaron
diluciones con metanol para alcanzar concentraciones de 0.005, 0.010, 0.015,
0.020, 0.025, 0.030, 0.035, 0.040, 0.045, 0.050, y 0.010 mg.mL-1. La determinacion
se realizé por triplicado para cada extracto y la absorbancia de cada muestra se

midié dos veces. El contenido de capsaicinoides totales se present6 como mg de

capsaicina equivalente por g de muestra seca.

Polifenoles y flavonoides totales: La metodologia para la cuantificacion del

contenido de polifenoles y flavonoides totales se adapté a microplaca. Para la
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determinacién de polifenoles totales se tomaron 200 yL de extractos vegetales
disueltos en metanol (1:10) y se mezclaron con 1 mL de agua destilada y 100 L del
reactivo Fenol Folin-Ciocalteu (Hycel, Jalisco, México), las mezclas para cada
muestra fueron homogeneizadas y se adicionaron 200 uL de Na2COs (15% p/v). Las
mezclas fueron incubadas en oscuridad durante 30 min, tiempo después del cual se
midioé su absorbancia a Azéonm €n un espectrofotdmetro UV-vis. Se realizé una curva
de calibracién con acido galico a partir de una solucion stock de 1 mg.mL" y
haciendo diluciones para obtener concentraciones de 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7,
0.8 y 0.9 mg.mL™", las soluciones estandar recibieron el mismo tratamiento de las
muestras. El contenido de polifenoles se expresé como mg equivalentes de acido
galico (GAE) g™ de fruto seco.

Para la determinacién de flavonoides totales, se colocaron 180 pyL de agua
destilada y 50 pL de los extractos enzimaticos, y en un lugar protegido de la luz se
adicionaron 20 pL de una solucion de 2-amino-etil-difenil-borato al 1% en metanol.
Inmediatamente se midieron las absorbancias de las muestras a 404 nm. Para
determinar la concentracion de flavonoides totales se realiz6 una curva de
calibracion a partir de una solucion estandar de quercetina de 1 mg.mL™", y haciendo
diluciones con metanol para obtener concentraciones de 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5
mg.mL". El contenido de flavonoides se expres6 como mg equivalentes de

quercetina (Q) g™ de fruto seco.
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IX. Resultados y discusién

A continuacion, se describen y discuten los resultados obtenidos a partir de la
evaluacion del efecto de condiciones de estrés por sequia y por salinidad en plantas

de chile jalapeno crecidas bajo condiciones de invernadero.

9.1. Estrés por sequia

9.1.1 Determinacién de las respuestas morfo-fisiologicas al estrés por sequia
en plantas de chile jalapefo

a. Respuestas morfolégicas

En esta investigacion, se evalu6 el crecimiento de C. annuum frente a
condiciones de sequia severa, moderada, ligera y sin sequia (40, 60, 80 y 100%
CC) a través del monitoreo de la altura de la planta, el diametro del tallo, nUmero de

hojas, numero de flores y frutos durante 69 dias de exposicion a los tratamientos.

En general, la Figura 5 muestra que la altura de la planta varié significativamente
durante el tiempo de monitoreo para los tratamientos evaluados. Se observa que no
hay diferencias significativas (p>0.05) en la altura de la planta entre las condiciones
de sequia evaluadas y el grupo control durante los primeros 21 dias de exposicion
a los tratamientos. Durante los dias de tratamientos 24 a 48, se muestran diferencias
significativas (p<0.05) entre la altura de la planta para sequia severa en
comparacion con las plantas bien irrigadas; mientras que la sequia moderada y
ligera presentan el mismo efecto que el control. Sin embargo, después del dia 48
de exposicion a la sequia, los tratamientos presentan el mismo efecto sobre la altura

de las plantas que el control (p>0.05).

En la Figura 6 se muestra la variacién del diametro del tallo durante 69 dias de
exposicion de C. annuum a condiciones de sequia. No se observan diferencias
significativas (p>0.05) entre el efecto de los tratamientos de sequia para los dias de
monitoreo 0, 6, 9 y 15. En general, durante todo el tiempo de monitoreo y

especialmente desde el dia 21 no se observan diferencias estadisticamente
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significativas (p>0.05) entre el efecto de la sequia ligera y el control, ni entre la

sequia moderada y severa para ninguno de los dias evaluados.

Durante el tiempo monitoreado, independientemente de los tratamientos
evaluados, tanto la altura del tallo como el didametro de tallo aumentaron, esto
producto del proceso de elongacion natural durante su etapa de crecimiento
(Niemczyk et al., 2023). Se observé un crecimiento similar en las plantas sometidas
a estrés hidrico severo y moderado (40 y 60% CC), presentando la menor altura y
el menor diametro del tallo. El estrés hidrico ligero (80% CC) promovié una mayor
elongacién de las plantas, en comparacion con el grupo control y los demas
tratamientos de sequia; ademas, este tratamiento provocé un mayor diametro del

tallo.
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Figura 5. Altura de C. annuum bajo diversas condiciones de sequia. SS: sequia severa (40% CC);
SM: sequia moderada (60% CC); SL: sequia ligera (80% CC); NS: sin sequia (100% CC). Los
resultados se expresan como la media + el error estandar (n=20), a=0.05.
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Figura 6. Diametro del tallo de C. annuum bajo diversas condiciones de sequia. SS: sequia severa
(40% CC); SM: sequia moderada (60% CC); SL: sequia ligera (80% CC); NS: sin sequia (100% CC).
Los resultados se expresan como la media + el error estandar (n=20), a=0.05.

En general, durante el tiempo de exposicion al estrés por sequia se observé un
menor numero de hojas, flores y frutos (Figuras 7, 8 y 9, respectivamente) para los
tratamientos de sequia moderado y severo (60 y 40% CC), en comparacion con el
grupo control (100% CC) y la condicidn de riego ligero (80% CC).

El nimero de hojas tuvo un comportamiento similar para el tratamiento a 80% CC
y el control, mientras que los tratamientos a 40 y 60% CC provocaron la disminucién
de esta variable (Figura 7). Durante los primeros 24 dias de tratamiento no se
observan diferencias estadisticas (p>0.05) entre las condiciones de sequia
evaluadas. Entre los dias 27 y 57 de exposicidén a los tratamientos, se presentan
diferencias estadisticas significativas (p<0.05) entre la cantidad de hojas respecto a
la condicion de sequia, observandose principalmente diferencias entre las plantas
con sequia severa y las bien irrigadas (a=0.1 para dias 27-39 y a=0.05 para dias
42-57). Durante este periodo, la cantidad de hojas para la sequia ligera se comporto
de manera similar que en el grupo control. A partir del dia 60 de tratamiento, no se

evidencian diferencias significativas (p>0.05).
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Figura 7. Namero de hojas de C. annuum bajo las diferentes condiciones de sequia. SS: sequia
severa (40% CC); SM: sequia moderada (60% CC); SL: sequia ligera (80% CC); NS: sin sequia
(100% CC). Los resultados se expresan como la media * el error estandar (n=20), a=0.05.

En la Figura 8 se observa la cantidad de flores cuantificadas para las plantas de
C. annuum sometidas a sequia. La primera flor tuvo inicio a partir del dia 24 para
las plantas tratadas con 80 y 100% CC, mientras que para las plantas tratadas con
las condiciones mas severas de sequia comenzo hasta el dia 27 de tratamiento. Se
observé una tendencia a la reduccidon del numero de flores en las plantas tratadas
con 40 y 60% CC durante todo el tiempo de monitoreo en comparacion con las
plantas bien irrigadas. El numero de flores para las plantas tratadas al 80% CC se
mantuvo similar al grupo control hasta el dia 54 de tratamiento, después de este
tiempo la cantidad de flores disminuy6. Durante el inicio de la etapa de floracion no
se observan diferencias significativas en el numero de flores para los tratamientos
evaluados (p>0.05), salvo para los dias de tratamiento 39, 45, 51, 63, 66, y 69
(p<0.05). La sequia severa y la sequia moderada fueron estadisticamente diferentes
al control y a la sequia ligera para los dias 63 y 66 (a=0.05), mientras que para los
dias 45, 51 y 66; unicamente la sequia severa mostré diferencias significativas

frente al grupo control (a=0.1 para el dia 51 y a=0.05 para los dias 45 y 66).
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Figura 8. Numero de flores en plantas de C. annuum bajo las diferentes condiciones de sequia. SS:
sequia severa (40% CC); SM: sequia moderada (60% CC); SL: sequia ligera (80% CC); NS: sin
sequia (100% CC). Los resultados se expresan como la media + el error estandar (n=20), a=0.05.

La Figura 9 muestra el numero de frutos de chile producidos durante la exposicion
de C. annuum a las diferentes condiciones de sequia, donde se observa un menor
numero de frutos ante un aumento en la severidad de la sequia, lo cual se hace mas

evidente entre los dias 57 y 69 de exposicion a los tratamientos.
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Figura 9.Numero de frutos en plantas de C. annuum bajo las diferentes condiciones de sequia. SS:
sequia severa (40% CC); SM: sequia moderada (60% CC); SL: sequia ligera (80% CC); NS: sin
sequia (100% CC). Los resultados se expresan como la media + el error estandar, a=0.05.

De acuerdo con los resultados obtenidos al finalizar un ciclo fenolégico de plantas
de chile jalapefio (C. annuum L. var. M.), el estrés por sequia afectd negativamente

las variables fisioldgicas estudiadas (Figura 10), provocando una menor altura de la

100



planta y diametro del tallo (Figura 10, a-b), ademas de la disminucién en el nimero
de hojas y numero de flores (Figura 10, c y d). Las plantas de chile jalapefio
mostraron una mayor sensibilidad a las condiciones de sequia severa y moderada
(40 y 60% CC), al reducir significativamente el diametro del tallo en un 19.61% y
19.23% (0=0.01; p<0.028), el numero de hojas en un 19.81% (0=0.1, p=0.07) y
16.94% (a=0.2, p=0.12), y el numero de flores en un 37.32% y 31.40% (a=0.05;
p<0.024), respectivamente, en comparacion con 100% CC. La exposicion a 80%
CC no afecto significativamente la altura de la planta (p=0.36), el diametro del tallo
(p=0.32), ni el numero de hojas (p=0.69), sin embargo, redujo de manera

significativa el numero de flores en comparacién con 100% CC (a=0.1, p=0.089).

En concordancia con los resultados obtenidos, Wassie et al., (2023) reportaron
un comportamiento similar para la altura de plantas de pimiento rojo expuestas
durante 40 dias a déficit hidrico con 40, 60, y 80% CC, mostrandose un efecto
negativo de la sequia moderada y severa sobre el crecimiento vegetal. De manera
semejante, Kabir et al., (2021) observaron que el aumento en la severidad de los
tratamientos de sequia provoco una disminucion de la altura y diametro del tallo en
plantas de pimiento morron, siendo los riegos al 33 y 67% los que provocaron un
efecto negativo estadisticamente diferente al grupo control. También, Lestari et al.,
(2023) indicaron la reduccién de la altura de plantas de chile (Capsicum annuum L.)
ante la exposicién a 35 y 50% CC, siendo la condicién mas severa la que indujo a
un menor crecimiento. Por su parte, Macias-Bobadilla et al., (2020) también
reportaron una influencia negativa del estrés por sequia en C. annuum sobre estas

variables.

La altura de la planta o del dosel es un importante fenotipo morfoldgico que indica
de manera directa el crecimiento de la planta, cuya medicién permite predecir la
biomasa y rendimiento de la misma (Wang et al., 2018). Por su parte, el diametro
del tallo es una de las variables mas comunes que se miden para evaluar el
crecimiento de las plantas (Paul et al., 2017). Durante la exposicidon a sequia, tanto
la altura como el diametro del tallo de las plantas se ven afectados (Wach &
Skowron, 2022). Bajo condiciones de sequia, algunos autores han observado

disminucién de la altura y del diametro del tallo en plantas de okra (Torun et al.,
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2023), tomate (Turan et al., 2023), pimiento de cayena (Lathifah & Siswanti, 2022),
y chile jalapefio (Macias-Bobadilla et al., 2020). La disminucion de la altura de la
planta y del diametro del tallo se puede deber a una menor expansién celular, al
aumento de la senescencia de las hojas y al deterioro de la mitosis durante la

exposicion a déficit hidrico (Yang et al., 2021).

La sequia es uno de los factores de estrés abidtico que provocan los efectos mas
adversos sobre la morfologia de las plantas, como es el caso del numero y tamano
de las hojas (Wach & Skowron, 2022). Las hojas de las plantas son los érganos mas
importantes debido a que son responsables del mantenimiento de los procesos
fisiologicos vitales como la fotosintesis y la transpiracién, ademas de tener un papel
destacado en el transporte de nutrientes y agua; por lo que se les considera como
un indicador de deficiencia hidrica (Yavas et al., 2024). En relacion con los
resultados obtenidos para esta variable, Lestari et al., (2023) también reportaron un
menor numero de hojas en plantas de C. annuum frente a una condicion de sequia
severa (35% CC) y moderada (50% CC), siendo el 33% CC el tratamiento que indujo
el menor numero de hojas. De igual manera, Macias-Bobadilla et al., (2020)
reportaron la disminucion del nimero de hojas frente a diferentes condiciones de
sequia. Por su parte, Widuri et al., (2020) también reportaron un efecto negativo de
la sequia (potencial hidrico del suelo de -30 a -40 kPa) sobre variables como el
numero de hojas en C. annuum L, indicando que su disminucién puede atribuirse a
que hubo menor cantidad de hojas nuevas desarrolladas que de hojas viejas caidas.
En cuanto al numero de flores, Trejo-Paniagua et al., (2024) observaron que la
suspension del riego de plantas de C. frutescens durante 15 dias provocé un menor

numero de botones florales en comparacién con plantas bien irrigadas.
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Figura 10. Respuestas morfolégicas de plantas de chile jalapefio frente al estrés por sequia. . Los resultados se
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Se determind el efecto de las condiciones de estrés por sequia sobre el numero
y la masa de frutos de chile jalapefio, asi como el diametro ecuatorial y polar de los
frutos. De manera general, se encontré que las variables evaluadas se vieron
negativamente afectadas, provocando una mayor reduccién a mayor severidad del
estrés (Figura 11). Los tratamientos con 40 y 60% CC presentaron un efecto
estadisticamente diferente al control (100%), induciendo la disminucion del numero
de frutos en un 37.81% (a=0.01; p=0.0019) y 30.04% (a=0.05; p=0.013), y de la
masa de los frutos en 56.55% (0=0.01; p=0.0043) y 40.69% (0=0.05; p=0.025),
respectivamente (Figura 11, ay b). En cuanto al tamano de los chiles, solamente el
tratamiento de 40% CC tuvo un efecto estadisticamente significativo sobre los
didmetros ecuatorial (0=0.1; p=0.051) y polar (a=0.2; p=0.012), los demas

tratamientos fueron estadisticamente iguales al control (p=0.51) (Figura 11, c y d).
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La exposicion de las plantas de chile frente a 80% CC resulté tener el mismo efecto

que100% CC sobre el rendimiento y el tamafio de los frutos (p=>0.45).

De acuerdo con los resultados obtenidos, las plantas de chile jalapefio son
sensibles al estrés por sequia, sobre todo ante una mayor severidad de sequia (40
y 60% CC), ya que estas condiciones afectaron la productividad del cultivo. De
manera similar, Mardani et al., (2017) obtuvieron un menor numero de frutos y una
menor masa de los frutos ante el aumento de la severidad de los tratamientos de
sequia, donde 40 y 60% CC provocaron la mayor disminucidén con respecto al
control, lo que se vio reflejado en pérdidas del 57.2 al 69.5% para estos
tratamientos. También, Ichwan et al. (2017) determinaron una mayor disminucion
en el numero y masa de frutos de diferentes variedades de chile rojo (C. annuum
L.) con el tratamiento mas severo de sequia evaluado (50% CC), alcanzando el
29.50% de reduccién de la cantidad de frutos con respecto al control, valor similar
al obtenido en esta investigacién al regar a 60% CC; con respecto a la masa de los
frutos, observaron la disminucion del 31.75% con 50% CC, dicho valor se encuentra
por debajo de los obtenidos en este trabajo para los tratamientos del 40 y 60%CC

mencionados previamente.

Por su parte, Macias-Bobadilla et al. (2020) y Mahmood et al. (2021), reportaron
la reduccion del numero y masa de frutos de C. annnuum L. bajo diferentes
condiciones de estrés, al igual que Zamljen et al. (2020) en esta especie y en
Capsicum chinense Jacq. Por su parte, Yaseen et al. (2024) reportaron disminucion
del tamafio de frutos de pimiento picante, teniendo menor diametro y longitud ante
el aumento de la severidad del estrés. La reduccion de es estas variables, asi como
la disminucion del crecimiento de las plantas bajo los tratamientos de sequia pueden
estar relacionados con la modificacion de procesos fisiolégicos y bioquimicos, como
la respiracion, el intercambio de gases, contenido de clorofila y contenido de agua

en las hojas, entre otros (Okunlola et al., 2017).
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b. Propiedades fisiolégicas

Se determind el efecto de las condiciones de sequia en chile jalapefio sobre
variables fisioldgicas como la fotosintesis, transpiracion, conductancia estomatica,
déficit de presion de vapor, y el indice de vegetacién de diferencia (NDVI), durante
todo el ciclo del cultivo (Figuras 12-16).

Durante el tiempo monitoreado se observaron valores fluctuantes para todas las
variables estudiadas; donde la fotosintesis, transpiracion y conductancia
estomatica tendieron a aumentar con un mayor tiempo de exposicioén a la sequia
(Figuras 12, 13, y14), donde se obtuvieron valores mas altos en plantas bien
irrigadas (100% CC) y en plantas con una sequia ligera (80% CC).

El déficit de presién de vapor (VPD) mostré un comportamiento similar para todas
las condiciones de sequia (Figura 15). En relaciéon con el NDVI, se encontraron

valores mas bajos para las plantas sometidas a los tratamientos mas severos,

105



hasta el dia 54 de tratamiento. Después de este tiempo, todas las plantas
mostraron valores similares; lo que evidencia que las plantas son mas sensibles al
estrés por sequia severo y moderado durante los primeros 16-18 dias de
tratamiento (etapa vegetativa), después de este tiempo, las plantas comienzan a

recuperarse (Figura 16).
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Figura 12. Efecto del estrés por sequia sobre la fotosintesis en plantas de chile jalapefio.
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A continuacion se analizan las respuestas fisiolégicas monitoreadas en chile
jalapefo durante el ultimo dia de imposicion de tratamientos de sequia (69 DT)
(Figura 17). Se observé un menor valor de fotosintesis, transpiracion y conductancia
estomatica en las plantas tratadas bajo condiciones de sequia (Figura 17, a-c). La
condicién de sequia severa (40% CC) presentd el mayor efecto sobre estas
variables, siendo estadisticamente diferente al control, con una p=0.0046 para
fotosintesis (0=0.01), p=0.19 para transpiracion (a=0.2), y p=0.00088 para

conductancia estomatica (a=0.01).

Los tratamientos con 60% CC presentaron el mismo efecto sobre estas tres
variables en comparacion con el control (0.34<p<0.73). El efecto de la exposicion
a 80% CC resultd ser estadisticamente igual sobre la fotosintesis (p=0.44) y la
transpiracion (p=0.49), mientras que sobre la conductancia estomatica resulté ser
diferente (p=0.068, a=0.1). No se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre los tratamientos sobre el déficit de presidon de vapor
(0.87<p<0.98) (Figura 17, d).

En cuanto al indice de vegetacién de diferencia normalizada (NDVI), el riego con
80% CC presento el mayor valor de esta variable, siendo estadisticamente diferente
al riego con 40% CC y 100% CC (p=0.12, a=0.2), y al riego con 60% CC (p=0.057,
a=0.1) (Figura 17, d).

Se ha reportado que la fisiologia de los cultivos, como la fotosintesis, la
transpiracion, la conductancia estomatica, y el intercambio gaseoso, pueden verse
afectadas negativamente por el estrés por sequia. Una de las primeras respuestas
de las plantas al estrés por sequia es el cierre estomatico con la finalidad de evitar
la pérdida de agua, promovido por la hormona del acido abscisico (ABA). El cierre
de los estomas impide el flujo de CO2 a la planta y del H20 al aire, provocando
alteraciones a nivel fisiolégico como la disminucion del intercambio de gases, la
fotosintesis, la transpiracién y la conductancia estomatica (Kang et al., 2023; Martin-
StPaul et al., 2017; Melo-Sabogal & Contreras-Medina, 2024; Widuri et al., 2020).

La conductancia estomatica es la medida del grado de apertura de los estomas,

los cuales tienen un papel fundamental en el intercambio de gases entre el interior
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de las hojas y el ambiente externo y el balance hidrico de las plantas (Giménez et
al., 2013; Zhu et al., 2018). La conductancia estomatica se considera un indicador
del estado hidrico de las plantas, regula la fotosintesis y la transpiracion (Bao et al.,
2022; Souza et al., 2019). Esta variable fisioldgica esta inversamente relacionada
con las condiciones de estrés hidrico; a mayor estado de severidad de sequia,
menor se espera que sea el valor de la conductancia estomatica (Goto et al., 2021;
Liu et al., 2019). Las modificaciones en la conductancia estomatica de las plantas
estan fuertemente relacionadas con los cambios en el estado hidrico del suelo, por
lo que esta variable puede ser un indicador esencial del estado hidrico de las plantas

(Giménez et al., 2013), como es el caso de las plantas de chile (Goto et al., 2021).

La reduccién de la conductancia estomatica y del CO:2 al interior de las hojas
disminuye la fotosintesis, proceso vital para el crecimiento y desarrollo de las
plantas (Osakabe et al., 2014), por lo que su mantenimiento es fundamental para
mejorar la supervivencia de las plantas al estrés y el rendimiento del cultivo (Hu et
al., 2023), debido a esto, la fotosintesis es considerada como un indicador sensible
a la sequia (Zakhidov et al., 2016).

La fotosintesis es un proceso activado por la luz solar mediante el cual el agua y
el diéxido de carbono (reactivos inorganicos externos) se convierten en
carbohidratos (productos organicos dentro de la planta), que permiten el
mantenimiento, crecimiento, desarrollo, reproduccion y respuestas de adaptacién
de las plantas a las condiciones ambientales (Keller, 2020; Yahia et al., 2019). Este
proceso se considera la forma mas importante de que las plantas adquieran energia
y se reduce en condiciones de sequia como consecuencia del cierre estomatico
(Parkash et al., 2021; Wang et al., 2018; Yang et al., 2021).

La transpiracion es causada por la diferencia de vapor de agua (pérdida de agua)
entre el espacio intercelular de la planta y el aire circundante (Kubota, 2020). Asi, la
transpiracion ocurre desde las superficies celulares hacia la cavidad estomatica, y
la difusion del agua surge del tejido vegetal al aire (Diaz-Pérez, 2018). Ademas, la
transpiracion resulta de la fotosintesis, un proceso fisiolégico que juega un papel

relevante en el mantenimiento de la temperatura 6ptima de las hojas y la proteccién

109



de la planta de temperaturas extremas (Parkash et al., 2021; Parkash & Singh, 2020;
Yang et al., 2021). Cuando las plantas estan expuestas a condiciones de sequia, la
transpiracion disminuye debido al cierre estomatico, lo que evita la pérdida de agua
de las hojas y los tallos; lo anterior también provoca una disminucién en el flujo de
CO2y, por ende, una reduccion en la fotosintesis de las plantas (Ahluwalia et al.,
2021; dos Santos et al., 2022). Debido a que la transpiracion es sensible al déficit
hidrico, su medicién podria determinar el efecto del estrés en las plantas (Liu et al.,
2019; Yan et al., 2022).

La reduccion de la fotosintesis, transpiracién y conductancia estomatica debido
a las condiciones del estrés por sequia evaluadas en este estudio pudo haber
provocado la disminucién en el crecimiento de las plantas mencionado en la seccién
9.1.1.a, al reducirse la cantidad de energia disponible para la reproduccion y
mantenimiento celular. En relacién con los resultados de esta investigacion, Widuri
et al. (2020) encontraron que, durante la etapa vegetativa de C. annuum, las
variables fotosintesis, transpiracion y conductancia estomatica disminuyeron
cuando se suspendio el riego y se recuperaron cuando se reabastecié el riego para

el mismo periodo de sequia.

En contraste, para Capsicum chinense, no se reportaron cambios en estas
caracteristicas bajo condiciones de suspensién y recuperacion del riego,
posiblemente asumiendo que el cambio en los caracteres morfoldgicos permitié el
funcionamiento adecuado de los fisiolégicos (Nieto-Garibay et al., 2022) de que el
estrés por sequia fue bajo en intensidad y tiempo. Por su parte, Ferrara et al., (2011)
encontraron que los procesos fisioldégicos en Capsicum annuum disminuyen cuando
se suspendio el riego durante la etapa vegetativa; sin embargo, notaron un efecto

mas severo de la sequia durante la etapa reproductiva.

Por su parte, el NDVI es una medida adimensional de moda para evaluar la salud
de las plantas (Huang et al., 2021). Se ha utilizado para evaluar el impacto y la
severidad de la sequia, para detectarla y monitorearla (Das et al., 2023); también,
se reporta que el NDVI se utiliza como un indicador del efecto protector de las

bacterias benéficas sobre los cultivos en condiciones de estrés bidtico (Solano-
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Alvarez et al., 2022). Algunas investigaciones reportan que este indice es el mas
sensible para distinguir el estado hidrico del estrés por sequia en plantas de
pimiento morrén, especialmente al 50, 20 y 0% de riego completo (Yildirim et al.,
2012); en frijol, el NDVI identificé la ausencia o presencia de estrés por sequia (Silva
et al., 2016), mientras que para tomate, este indice permitié diferenciar entre 40 y
80% CC (Rosa et al., 2023). Sin embargo, se requiere mas investigacion en este
campo, ya que se reportan resultados contrastantes para cultivos como el de uva 'y
frijol, donde para uva se demostré que el NDVI no tuvo variacién durante eventos
de estrés por sequia (Wong et al., 2022), mientras que para frijol, este indice
disminuyo solo después de una sequia prolongada (Javornik & Carovi, 2023); por lo
que es necesario mas estudios donde se monitorie el NDVI, y para incluirlo en la

modelacion del estado hidrico de las plantas

111



NS.
150~ . NS.
& NS
« = r 1
o :
e [}
E & 300- T )
> s E NS.
E100- — 2 ; NS.
= = NS.
B JE— — 5 200-
- [
£ I
8. s
- i w
5 c
e & 100-
'_ i
0- | | I ] 0-
40% cC 60% CC 80% CC 100% CC 40% CC 60% CC 80% CC 100% CC
Tratamientos Tratamientos
C. d.
o a0 NS. _ NS.
TE I NS = NS.
= . = NS.
] NS. 5 9-
E 1 o
E 600~ k , ®
8 — 3
) — 5t
E 40- B
g g -
p P _
T T,
- i :
2 o
2 a
c
8 o " ! ! ! !
40% CC 60% CC 80% CC 100% CC 40% CC 60% CC 80% CC 100% CC
Tratamientos Tratamientos
e
NS.
NS.
NS
02 -
*
s | —
=]
z
017 i i .
0.0-
40% CC 60% CC 80% CC 100% CC

Tratamientos
Figura 17. Efecto de las condiciones de estrés por sequia sobre las respuestas fisiologicas de plantas de chile
jalapefio. a. Fotosintesis; b. Transpiracion; c. Conductancia estomatica; d. Déficit de presién de vapor; e. Indice
de vegetacion de diferencia normalizada (NDVI). Los resultados se expresan como la media + el error
estandar. Nivel de significancia (a) ****=0.01,***=0.05, **=0.10, *=0.2, NS=No significativo.

9.1.2. Determinacion del efecto del estrés por sequia sobre variables
bioquimicas en plantas de chile jalapefio

Se determind el efecto de condiciones de sequia sobre las respuestas
bioquimicas de las plantas de chile jalapefio durante diferentes tiempos de
exposicion a los tratamientos (Figuras 18-23).
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El contenido de prolina varié de acuerdo con el tiempo de monitoreo (Figura 18),
durante el desarrollo vegetativo de las plantas (0-28 DT), se observo una
acumulacion de la prolina durante las primeras dos semanas en plantas regadas a
40% CC y 60% CC, mientras que disminuy6 para 80% CC, al igual que el control.
Posteriormente, para el dia 28 de exposicion a las condiciones de sequia, se
presentd la disminucidon en el contenido de este osmolito para todos los
tratamientos, siendo significativamente menor en plantas regadas a 40% CC en

comparacioéon con el control.

Durante la etapa de floracién (dia 42), no se observaron diferencias
estadisticamente significativas en el efecto de los tratamientos de sequia aplicados
en comparacién con el control. Para le dia 56, ya en la etapa de fructificacion, la
concentracion de prolina fue significativamente mayor para 60% CC, seguido de 40

y 80% CC, en comparacién con el control.

Finalmente, para el ultimo dia de exposicion a la sequia, se observd una
disminucién significativa de la prolina con respecto al dia 56, sin embargo, se
observaron mayores concentraciones en plantas tratadas con 40 y 60% CC,
mientras que 80% CC, aunque con una concentracion de prolina mayor a la del

control, resultd tener el mismo efecto.

En la Figura 19 se presenta la cinética de la actividad enzimatica de CAT en
funcién de los tratamientos de sequia y al tiempo de exposicion a los tratamientos.
Durante la etapa vegetativa, los tratamientos de sequia presentaron el mismo efecto
sobre la actividad de CAT, siendo significativamente menor al control. Esta actividad
presentd una ligera disminucion para el dia 42 (etapa de floracion) y se mostro igual

para todos los tratamientos y el control.

Para el dia 56 (etapa de fructificacion), la actividad tendié a aumentar respecto a
la medicion anterior, aunque no se encontraron diferencias estadisticas
significativas entre el efecto de los tratamientos y el control. Al finalizar el tiempo de

exposicion a la sequia, el tratamiento con 60% CC present6é una mayor actividad de
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CAT, siendo estadisticamente igual a 40 y 80% CC, pero significativamente distinta

al control.
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Figura 18. Contenido de prolina en hojas de chile jalapefio bajo condiciones de estrés por sequia durante un
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Figura 19. Actividad enzimatica de la catalasa en muestras de hojas de chile jalapefio bajo condiciones de estrés
por sequia. Los resultados se presentan como la media * la desviacién estandar. Las letras iguales para cada
en cada dia de tratamiento representan que no hay diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos
(a=0.05).

La actividad de POD para las plantas expuestas a los tratamientos de estrés por

sequia se muestran en la Figura 20, en donde no se observan diferencias
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significativas entre los tratamientos ni con el control durante la etapa vegetativa (28
DT) ni al finalizar el ciclo del cultivo y la aplicacion de la sequia. Durante las etapas
de floracion vy fructificacidn, la actividad de SOD fue significativamente menor para
plantas regadas a 60% CC, las mayores actividades de esta enzima se obtuvieron
para el tratamiento con 40% CC, sin embargo, resulté ser iguales al control.
Finalmente, para el dia 70 de tratamientos, ningun tratamiento mostré ser diferente

entre si ni con el control.
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Figura 20. Actividad enzimatica de la peroxidasa en muestras de hojas de chile jalapefio bajo condiciones de
estrés por sequia. Los resultados se presentan como la media + la desviacion estandar. Las letras iguales para
cada en cada dia de tratamiento representan que no hay diferencias estadisticamente significativas entre
tratamientos (0=0.05).

La actividad de SOD para el dia 28 de exposicion a la sequia fue mayor para el
tratamiento de 60% CC, seguido del 40% CC, mientras que el tratamiento con 80%
CC tuvo el mismo efecto significativo del control. Para el dia 42, la actividad de SOD
se incrementod drasticamente para 80% CC, también para 40% CC incrementd con
respecto al valor estimado para el dia 28, 60% CC present6 el menor efecto sobre

la actividad de esta enzima, siendo estadisticamente mayor que el control.

En ell dia 57, la actividad de SOD para todos los tratamientos fue
significativamente menor que el control, siendo el tratamiento con 40% CC el que

indujo una mayor actividad de SOD para ese dia de monitoreo (Figura 21).
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Figura 21. Actividad enzimatica de la superdxido dismutasa en muestras de hojas de chile jalapefio bajo
condiciones de estrés por sequia. Los resultados se presentan como la media + la desviacién estandar. Las
letras iguales para cada en cada dia de tratamiento representan que no hay diferencias estadisticamente
significativas entre tratamientos (a=0.05).

En la Figura 22 se presenta la actividad de PAL determinada en muestras de
hojas de chile jalapefio expuestas a condiciones de sequia. No se observaron
grandes variaciones de la actividad de esta enzima durante el tiempo monitoreado.
La exposicién a 80% CC resultd tener el mismo efecto que el riego a capacidad de
campo sobre la actividad de PAL durante todo el ciclo del cultivo. De manera similar
ocurrié en plantas expuestas a 60% CC durante los dias 42, 57, y 70, siendo su
efecto estadisticamente igual al control, mientras que para el dia 28, la actividad de

PAL fue significativamente menor.

Por otro lado, la exposicion a 40% CC indujo las menores actividades de PAL
durante los dias 28, 42, y 57, siendo su efecto estadisticamente diferente al control

para los dias 28 y 57, e igual para los demas dias de monitoreo. Al finalizar la
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exposicion de las plantas a los tratamientos de sequia, la actividad de PAL fue

estadisticamente igual para todos los tratamientos.
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Figura 22. Actividad enzimatica de la fenilalanina amonio liasa en muestras de hojas de chile jalapefio bajo
condiciones de estrés por sequia. Los resultados se presentan como la media + la desviacion estandar. Las
letras iguales para cada en cada dia de tratamiento representan que no hay diferencias estadisticamente
significativas entre tratamientos (a=0.05).

La actividad de APX para chile jalapefio expuesto a condiciones de sequia se
presenta en la Figura 23. Para los dias de tratamiento 28 y 42, la menor actividad
de APX se obtuvo para el tratamiento con 60% CC, mientras que los demas

tratamientos provocaron una mayor actividad.

En el dia 57 de tratamiento se obtuvo un incremento significativo en la actividad
de APX promovido por los tratamientos con 40 y 60% CC respecto al control,
mientras que con 80% CC se obtuvo el mismo efecto que con el control. Al finalizar
el ciclo del cultivo, el efecto de los tratamientos resulté igual sobre la actividad de
APX.
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De acuerdo con los resultados de esta investigacion, el contenido de prolina y las
actividades enzimaticas de CAT, SOD, POD, PAL y APX cambiaron a lo largo del
ciclo fenoldgico del cultivo de chile jalapefio, independientemente del tratamiento de
sequia aplicado. Se ha reportado que las respuestas bioquimicas a la sequia varian

dependiendo de la etapa de crecimiento.

Sahitya et al. (2018) reportaron una mayor acumulacion de prolina en cultivares
de Capsicum annuum durante la etapa vegetativa en condiciones de sequia
moderada y severa que en la etapa reproductiva. En contraste, Mahmood et al.,
(2021b) observaron mayor acumulacion de prolina durante la fase reproductiva,
especificamente durante la fructificacién, mientras que la actividad de enzimas
como GPX, APX y CAT es mayor en la etapa vegetativa. En concordancia con lo
anterior, la informacioén sobre los efectos y respuestas bioquimicas a la sequia en
C. annuum aun es contrastante, por lo que es necesario monitorear todo el ciclo de

crecimiento del cultivo de chile expuesto a condiciones de sequia constante.

A continuacién se muestran las respuestas bioquimicas determinadas en
muestras de hojas de chile jalapefo frente a condiciones de sequia evaluadas al

final del ciclo del cultivo (Figura 24). Después de 69 dias de exposicion a la sequia,
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se observo un incremento significativo en el contenido de prolina ante el aumento
en la severidad de las condiciones de déficit hidrico (p<0.017, a=0.05) (Figura 24,
a), el riego a 40% CC promovi6 un incremento del 105.52% en la cantidad de prolina,
60% CC indujo al aumento en un 90.47%, mientras que 80% CC incrementé esta

variable en un 35.96%.

En relacion con los resultados obtenidos, se encontré que el tratamiento con 60
indujo a una mayor actividad de CAT (Figura 24, b), sin embargo, su efecto fue
estadisticamente igual al promovido los demas tratamientos y el control (p=0.2,
0=0.2). La actividad de POD también fue mayor en plantas regadas a 60% CC
(Figura 24, c), sin embargo, el efecto de este tratamiento fue estadisticamente igual
al inducido por 40% CC y el control (p=0.27, a=0.2). Por otro lado, la actividad de
SOD fue significativamente mayor en plantas regadas a 80% CC (p<0.00002,
a=0.01), mientras que la menor actividad de esta enzima se encontré en las plantas
tratadas bajo la condicién mas severa de sequia (Figura 24, d). Finalmente, todos
los tratamientos presentaron el mismo efecto estadistico que el control sobre la
actividad de las enzimas PAL (p=>0.24) y APX (p=0.57) (Figura 24, e y f).

La prolina, aminoacido que se sintetiza en el citosol de las células vegetales y se
acumula en los cloroplastos, desempefia un papel muy importante en el
mantenimiento del metabolismo y en el crecimiento de las plantas bajo condiciones
de estrés abidtico (Ghosh et al., 2022). La acumulacién de prolina en las plantas es
una respuesta al estrés osmaotico que provocan el estrés por sequia y la salinidad,
fundamental para su supervivencia. Este importante aminoacido actua como
osmoprotector, estabilizador de estructuras celulares, y como una molécula de
defensa antioxidante que elimina ROS como H202y Oz, aliviando el estrés oxidativo
provocado por la sequia (Abd-El-Aty et al., 2024; Ghosh et al., 2022; Khan et al.,
2025). El incremento en los niveles de prolina también contribuye a mantener la
homeostasis celular, la absorcién de agua, y el equilibrio redox mediante la
regulacion de enzimas antioxidantes como APX, GPX, y CAT (Khan et al., 2025;
Mahmood et al., 2020; Meena et al., 2019; Nasrin et al., 2020; Yang et al., 2021).

Debido a lo anterior, la prolina aumenta la capacidad de las plantas para sobrevivir
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al estrés hidrico (Kijowska-Oberc et al., 2023; Sharma et al., 2019); por lo que podria

considerarse como un biomarcador de estrés por sequia (Choi et al., 2020).

Diversos investigadores han reportado cambios en el contenido de prolina en
diversas especies sometidas a condiciones de sequia. En concordancia con los
resultados de esta investigacion, Wassie et al., (2023) encontraron un aumento
significativo del contenido de prolina en dos de tres cultivares de pimiento rojo etiope
(C. annuum L.), siendo mayor con el incremento del nivel de sequia (80, 60, y 40%),

en comparacion con el control.

Por otro lado, Mendoza-Alatorre et al. (2024) observaron que la aplicacion de
estrés por sequia en chile chiltepin (Capsicum annuum var. glabriusculum) indujo
un aumento del contenido de prolina 30 veces mayor que en plantas no estresadas.
Por su parte, Mahmood et al., (2021a) reportaron un incremento en los niveles de
prolina en pimiento morrén (Green Wonder y PPE-311) bajo una condicion de
sequia del 35% CC en comparacion con su control (65% CC), y mencionaron que
su acumulacion juega un papel critico en la tolerancia de estos genotipos a la
sequia. Macias-Bobadilla et al., (2020) también reportaron niveles mas altos de este
osmolito en plantas de chile (C. annuum L.) expuestas a la sequia en comparacion
con plantas bien regadas. También se ha reportado aumento de los niveles de
prolina en maiz (Zea mays L.) (Khan et al., 2025), pepino (Solanum muricatum)
(Pacheco et al., 2021), repollo (Brassica oleracea var. capitata cv. Yalova 1) (Sahin

et al., 2018) y zanahoria (Daucus carota L.) (Razzaq et al., 2017).

Otro de los mecanismos de defensa de las plantas expuestas a condiciones de
sequia es la defensa antioxidante, que son biomoléculas que permiten su
aclimatacién y adaptacion a factores de estrés abidtico (Llauradé Maury et al.,
2020). Las plantas sometidas a estrés por sequia pueden llegar a experimentar
estrés oxidativo al incrementarse moléculas ROS como el radical superoxido (Oz2:7),
alcoxilo (RO-), hidroxilo (HO-), peroxido de hidrégeno (H20:2) y el oxigeno diatémico
(O2) (Choudhury et al., 2013; Yadav et al., 2021). Para contrarrestar el estrés

oxidativo producido por la exposicidon a la sequia, las plantas incrementan la
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actividad de enzimas antioxidantes para mantener en equilibrio los niveles de ROS,
a través de enzimas como SOD, CAT, POD, APX, etc.

La actividad de algunas enzimas como CAT, POD, SOD, APX, y PAL juegan un
papel critico en la respuesta de las plantas a la deficiencia hidrica. La actividad de
CAT y POD desempefan un papel protector muy importante contra el estrés por
sequia, ayudando a controlar el estrés por sequia al eliminar el H202 (Mafakheri et
al., 2011). Por otro lado, SOD y APX son utilizadas por las plantas como su defensa
primaria para eliminar H202 en condiciones de sequia (Gomes et al., 2022). Segun
El Haddad et al. (2023), estas enzimas podrian ser utilizadas como indicadores
metabdlicos para determinar la tolerancia de las plantas a la sequia. Por su parte,
PAL es considerada una variable importante debido a que esta involucrada en la
defensa de las plantas frente al estrés por sequia (Qin et al., 2022); la acumulacion
de esta enzima provoca la produccion de compuestos fendlicos como los
flavonoides (Macias-Bobadilla et al., 2020).

Se encontraron resultados contrastantes de la actividad de las enzimas
estudiadas frente al estrés por sequia. Trejo-Paniagua et al. (2024) reportaron un
incremento de la actividad de CAT y SOD en plantas de chile picante (Capsicum
frutescens) frente la sequia por suspension del riego durante 14 dias. Por el
contrario, Jaswanthi et al. (2019) reportaron un aumento en la actividad de POD
pero una disminucion de la actividad de CAT en pimiento picante tratado con 40%
CC. De otro lado, Mahmood et al., (2021a) observaron un incremento en la actividad
relativa de CAT y APX en pimiento picante y dulce durante la etapa de formacién de

fruto.

Por su parte, Akhoundnejad & Baran (2023) mencionaron que bajo condiciones
de estrés por sequia con 25 y 50% CC las plantas de Capsicum annuum L.
mostraron una mayor actividad de enzimas antioxidantes como CAT, SOD, y APX,
y que este aumento fue mayor a medida que incrementaba la severidad de la
sequia. En otras especies también se han reportado datos contrastantes. En
alcaparras (Capparis spinosa L.) la actividad de CAT, POD, SOD, y APX se

incrementaron significativamente bajo sequia a 75% CC (Afzali et al., 2023). En
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arroz (Oryza sativa L.), la actividad de CAT y SOD también se incrementé ante la
sequia por suspension del riego (Nasrin et al., 2020). De igual forma, en plantas
zanahoria mantenidas a 50% CC se reportdé un incremento en la actividad de CAT,
SOD, y POD (Razzaq et al., 2017); mientras que en repollo (Brassica oleracea) la

actividad de estas enzimas fue menor al control (Sahin et al., 2018).
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122



El estrés por sequia puede desencadenar la biosintesis de metabolitos
secundarios, los cuales median la maquinaria antioxidante para eliminar las ROS y
proteger a las plantas contra el estrés oxidativo y la pérdida excesiva de agua
(Yadav et al., 2021); entre estas moléculas se encuentran los capsaicinoides,
compuestos fendlicos y flavonoides (Ricardez-Miranda et al., 2021). Debido a lo
anterior, se determiné el efecto de las condiciones de sequia sobre la acumulacion
de estos metabolitos en frutos de chile jalapefo al finalizar la exposicién a los

tratamientos estudiados (Figura 25).

El contenido de capsaicinoides totales resulté significativamente superior para
los tratamientos con 40 y 80% CC en comparacién con el control (p<0.000099,
a=0.01), mientras que fue menor para 60% CC (p<0.00046, a=0.01) (Figura 25, a).
Por su parte, la concentracion de polifenoles totales fue significativamente mayor
para el tratamiento con 80% CC (p=0.051, a=0.1), mientras que se vio disminuida
para 40 y 60% CC en comparacion con 100% CC (p<0.00064, a=0.01) (Figura 25,
b). Por otro lado, el contenido de flavonoides totales incrementé de manera
significativa cuando mas severa era la sequia a excepcion de 40% CC (p<0.01),

tratamiento que provoco una disminucion de estos metabolitos (Figura 25, c).

Se conoce que el estrés por sequia puede alterar el contenido de capsaicinoides
en frutos de chile. Jeeatid et al., (2018) comprobaron que el estrés por sequia
incrementa el contenido de capsaicinoides como la capsaicina e hidroxicapsaicina
en cultivares de pimiento picante (Capsicum chinense Jacq.); sin embargo, su
comportamiento cambia de acuerdo con la variedad y el nivel de sequia. En
concordancia con lo anterior, Kopta et al., (2020) reportaron que la biosintesis de
capsaicinoides presenté un comportamiento diferente entre variedades de chile (C.
chinense Jacq., C. annuum L., y C. baccatum L.) expuestas a un contenido
volumétrico de agua de 18-28%, siendo mayor durante 21 dias que una duracién de
estrés mas prolongada (34 dias), donde C. chinense “Jolokia” resultd ser mas

sensible al estrés.

Por su parte, Mahmood et al. (2021a) encontraron que bajo 35% CC el

comportamiento del contenido de capsaicina cambia de acuerdo con la variedad y
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la etapa fenoldgica, siendo mayor durante la etapa de formacién de vainas para
variedades de pimiento picante, mientras que en pimiento morrén fue
significativamente menor durante esta etapa, pero igual al encontrado para la etapa
de formacion. Por el contrario, Ricardez-Miranda et al. (2021) observaron que los
niveles de capsaicinoides no se vieron afectados con la exposicién de Capsicum
annuum var. Glabriusculum a un déficit hidrico de 50% CC. La informacién
contrastante entre las variaciones del contenido de capsaicinoides de acuerdo con
los niveles de sequia podria explicar los resultados obtenidos en esta investigaciéon
(Figura 25, a).

Con respecto al contenido de polifenoles y flavonoides, se conoce que las plantas
activan su biosintesis como mecanismo de supervivencia cuando estan sometidas
a déficit hidrico (Park et al., 2023). Los niveles de polifenoles y flavonoides
incrementaron en cultivos de Capsicum annuum L. al someterse a 25 y 50% CC,
siendo significativamente mayor en la condicion de sequia mas severa
(Akhoundnejad & Baran, 2023). En dos cultivares de pimiento rojo etiope (C.
annuum L.) el contenido de polifenoles totales aumento significativamente a medida
que incrementaba el nivel de severidad de la sequia (80, 60, y 40%), en
comparacioén con el control; mientras que en otro cultivar de pimiento el nivel de este
metabolito fue estadisticamente igual para todos los tratamientos (Wassie et al.,
2023). En hojas de Capsicum annuum var . glabriusculum, el contenido de
polifenoles y flavonoides totales no fue afectado por tratamientos de déficit hidrico

(50% CC) durante la etapa reproductiva (Ricardez-Miranda et al., 2021).

En otras especies de hortalizas se encontraron resultados semejantes, por
ejemplo, en col china (Brassica rapa), los niveles de polifenoles y flavonoides no
cambiaron significativamente entre los controles y las plantas mantenidas bajo
estrés por sequia con un contenido de humedad del suelo del 30% (Shawon et al.,
2020). De manera similar, en pepino (Solanum muricatum) no se observaron
diferencias significativas en el contenido de flavonoides totales para la mayoria de
los cultivares sometidos a sequia moderada y severa, en comparacion con el

control. Sin embargo, en otro cultivar se presentd una reduccion del 65.7% en
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relacion con el control para plantas mantenidas bajo sequia severa (Pacheco et al.,
2021).

De acuerdo con los resultados obtenidos para los metabolitos secundarios
evaluados en frutos de chile (Figura 25, a-c), y lo reportado en la literatura para C.
annuum y para otras hortalizas, el comportamiento de los capsaicinoides, fenoles y
flavonoides totales puede variar en funcion de la especie vegetal, cultivar y del nivel

de sequia al que son expuestas las plantas.
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9.1.3. Efecto de condiciones de estrés por sequia sobre la expresion relativa
de chalcona isomerasa

La Chalcona isomerasa es una enzima clave en la biosintesis de flavonoides,
cuya funcién es la de convertir la chalcona en flavanona, lo que es fundamental para
la biosintesis de otros flavonoides (Gharibi et al., 2019; Jayaraman et al., 2021; Ma
et al., 2014; Zhu et al., 2021).

Debido a lo anterior, y considerando que los flavonoides son metabolitos

secundarios que ayudan a las plantas a sobrevivir frente a diversas condiciones de
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sequia, se determind el efecto de las condiciones de sequia sobre la expresion

relativa del gen Chalcona isomerasa.

En la Figura 26 se presenta la expresion relativa del gen de CHi obtenida para

hojas de plantas de chile jalapefio sometidas a condiciones de estrés por sequia

permanente, para los dias de tratamiento 0, 14, 28, 42, 56, y 70. No se observaron

diferencias estadisticamente significativas (a=0.2) entre el efecto de las condiciones

de déficit de riego y del control (100% CC) para ninguno de los tiempos

monitoreados (Figura 26).
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Figura 26. Expresion relativa de chalcona isomerasa (CHi) en hojas de plantas de chile jalapefio sometidas a
tratamientos de estrés por sequia. Los resultados se presentan como la media + la desviacion estandar. Las
letras iguales para cada en cada dia de tratamiento representan que no hay diferencias estadisticamente
significativas entre tratamientos (0=0.05 y a=0.2).

9.1.4. Obtencién de modelos matematicos que estimen y predigan el estrés
por sequia en plantas de chile jalapeno

Los datos acumulados para las respuestas morfolégicas (altura de la planta,
diametro del tallo, y peso de la planta), fisiologicas (fotosintesis, transpiracion,
conductancia estomatica, y NDVI), y bioquimica (prolina) de C. annuum a los

tratamientos de estrés por sequia se muestran en la Figura 27.

Los datos de regresion lineal se eligieron para cada respuesta de acuerdo con su
comportamiento lineal: 0 a 66 DT para la altura de la planta (Figura 27 27, a), 3 a
66 DT para peso de la planta (Figura 27, c); 21 a 57 DT para diametro del tallo,
fotosintesis, transpiracion, y conductancia estomatica (Figura 27, b, d, e, y f); 9 a 54
DT para NDVI (Figura 27, g), y 0 a 70 DT para Pro (Figura 27, h).

El area resaltada en el recuadro punteado es el periodo contemplado para la
regresion lineal. Los valores de respuesta fisiologica se utilizaron a partir de los 21
DT, debido a que el sistema de monitoreo de fotosintesis que se utilizo tiene un area
de 4x4 cm, que no cubria la mayor area de hojas de chile y no era posible obtener

resultados precisos en dias anteriores.
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Figura 27. Comportamiento de las respuestas morfo-fisioldgicas y bioquimica acumuladas de plantas de C.
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Los estimadores de estrés por sequia (valores 8, donde ésta es la pendiente del
modelo lineal para cada una de las variables) se obtuvieron mediante modelos de
regresion lineal para variables morfo-fisioldgicas y bioquimicas para Capsicum
annuum bajo 40, 60, 80 y 100% CC (Figura 28).

En general, los intervalos de 8 para la altura de la planta (Figura 28, a), el
diametro del tallo (Figura 28, b), el peso de la planta (Figura 28, c), la fotosintesis
(Figura 28, d), y NDVI (Figura 28, g), disminuyen conforme aumenta la severidad
del estrés, lo que podria estar relacionado con una menor tasa fotosintética asi
como un menor desarrollo de la planta ocasionado por las condiciones de sequia

evaluadas.

En el caso de la transpiracién y la conductancia estomatica (Figura 28, e y f), los
valores mas bajos de S se obtuvieron para el nivel de sequia moderado (60% CC).
Para esta misma condicion, se encontraron mayores valores de prolina (Figura 28,
h). Lo anterior sugiere un mayor efecto del riego a capacidad de campo de 60%
sobre la disminucion de la fotosintesis y la transpiracion, asi como en la acumulacion

de prolina.

En la Figura 28, se muestran algunas areas punteadas que representan el
intervalo de B en el que no fue posible distinguir entre las condiciones de sequia
evaluadas para las variables analizadas. En contraste, las areas coloreadas
representan valores de 8 en los que se pudo hacer una distincion entre estos
tratamientos. Se encontré que el monitoreo de la fotosintesis y NDVI, asi como los
rangos de 8 obtenidos para estas variables permiten distinguir entre condiciones de
riego de 40, 60, 80 y 100% CC, con niveles de confianza de 95% y 80%,

respectivamente (Figura 28, d y g).

Por otro lado, las variables transpiracion y conductancia estomatica, con un nivel
de confianza de 95%, permitieron la distincion entre los niveles de sequia de 40 y
60% CC. Sin embargo, no fue posible diferenciar entre 80% CC y el control (100%
CC); la distincion entre estas dos ultimas condiciones se pudo realizar solamente

para los valores de B que no se encuentran en la zona de traslape (Figura 28, e y

129



f). Esto podria sugerir que el impacto de la sequia ligera (80% CC) sobre la tasa de

transpiracion y la conductancia estomatica es similar al del control.

De manera similar, los valores B para el peso de la planta, con un nivel de
confianza del 85%, permitieron distinguir entre sequia severa (40% CC) y moderada
(60% CC), ya que no existe traslape entre los valores estimados para 8 en estos
dos tratamientos. En contraste, 80% CC vy el control solo pudieron distinguirse para

valores de 8 que no se encuentran dentro del area de traslape (Figura 28, c).

Respecto a la altura de la planta, el diametro del tallo, y contenido de prolina
(Figura 28, a, b, y h), los valores B obtenidos con un nivel de confianza del 80% no
son utiles para la distincién entre las condiciones de estrés por sequia evaluadas,
excepto para los valores de B en los que no existen areas de traslape (areas
punteadas), esto sugiere que el impacto de la sequia sobre estas variables no es
tan representativo como lo es sobre otras variables entre los diferentes niveles de

sequia.
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Figura 28. Rangos de intervalos de la pendiente (B8) para la clasificacion del estado de estrés por sequia de
plantas de Capsicum annuum a partir de modelos de regresion lineal con variables acumuladas, para: a. Altura
acumulada por planta; b. Diametro de tallo acumulado; c. Peso acumulado por planta; d. Fotosintesis
acumulada; e. Transpiracion acumulada; f. Conductancia estomatica acumulada; g. NDVI: indice de vegetacion
de diferencia normalizada acumulado; h. Prolina acumulada. R2: Coeficiente de determinacion; Cl: Intervalo de

confianza.
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En el Cuadro 19 se resume el conjunto de variables que, al ser monitoreadas en
C. annuum y de acuerdo con los valores B, podrian ser utilizadas para conocer el
estado hidrico de las plantas y el impacto que tiene la sequia sobre los incrementos

de estas variables.

De acuerdo con los resultados obtenidos, el monitoreo de la fotosintesis,
transpiracion, conductancia estomatica, y el peso de la planta, y mediante la
estimacion de la tasa de cambio o incremento () para cada una de estas variables
a través de un modelo de regresion lineal, podria ser de utilidad para distinguir un
nivel de sequia severa (suelos regados con 40% CC) o un nivel de sequia moderada

(suelos regados con 60% CC).

Al mismo tiempo, el NDVI, diametro del tallo, altura de la planta, y prolina podrian
ser de ayuda solo si los valores 8 estan dentro de los rangos mostrados en la tabla.
La distincion entre niveles de sequia ligera y sin sequia (suelos regados con 80 y
100% CC) podria establecerse unicamente mediante el monitoreo de la fotosintesis
y NDVI. Por otro lado, la transpiracion, la conductancia estomatica, diametro del
tallo, peso y altura podrian ser utiles para distinguir entre estos niveles de agua, si

los valores 8 obtenidos estan dentro de los rangos presentados en la tabla.

Cuadro 19. Resumen sobre la deteccion del estrés por sequia de acuerdo con los intervalos de B obtenidos
para cada variable.
Altura de Peso de Diametro Conductancia

Tratamiento la planta la planta del tallo Fotosintesis  Transpiracion estomatica NDVI Prolina
wnce Gy PP Qe PO P> o Qomy M
60% CC NP PD (gqg;g]' PD PD PD (g.'gfff]' (g.'g;%]'
B0%CC igis 07356 0.1962] FD Seies  790922] °P "
Wowco WSS QI Lme ez meawr o Bos

PD: Condicién de sequia posible de distinguir. NP: Condicién de sequia no posible de distinguir.

Aunado a lo anterior, se verificaron los supuestos de normalidad y varianza
constante para determinar la calidad de los modelos lineales obtenidos mediante
regresion lineal simple. Se aplicd una prueba de hipétesis de normalidad de los

residuos mediante la prueba de Shapiro-Wilk (Cuadro 20), y se obtuvo una grafica
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Q-Q Plot para evaluar la normal para los valores residuales de regresiones lineales
(Figura 29).

De acuerdo con los resultados obtenidos, se acepta la hipétesis de normalidad
para los residuos del modelo de regresion lineal para cada una de las variables
involucradas (p>0.05), excepto para la conductancia estomatica para el tratamiento
de sequia moderada (Cuadro 20). Se observé una tendencia de distribucién normal
de los residuos para la altura de la planta, diametro del tallo, peso de la planta,

fotosintesis, transpiracion, conductancia estomatica, NDVI, y prolina (Figura 29).

Por otro lado, la dispersion de los residuos sigue un patrén aleatorio (datos no
mostrados), es decir, la diferencia entre los datos obtenidos mediante el modelo de
regresion y los valores reales son aleatorios y no crecientes. Las regresiones
lineales anteriores sugieren que utilizando la estimacién por intervalos del
parametro B de la regresion lineal, con un cierto intervalo de confianza, se podria
calcular el estado de riego de las plantas de C. annuum midiendo los parametros

morfoldgicos, fisioldgicos y bioquimico estudiados.

Cuadro 20. Valores de p para la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk con a=0,05, utilizando residuos del
modelo de regresion lineal para cada una de las variables involucradas.

Valor de p
Altura Peso
Tratamiento Diametro Conductancia
ela de la Fotosintesis  Transpiracion NDVI  Prolina
del tallo estomatica

planta planta
40% CC 0.2525 0.1808 0.7205 0.2983 0.6216 0.4133 0.3766  0.6062
60% CC 0.2463 0.2200 0.6637 0.5271 0.3744 0.0349 0.114 0.5162
80% CC 0.2724 0.1718 0.6578 0.6981 0.9996 0.1898 0.6381  0.9217
100% CC 0.2340 0.1603 0.3412 0.2405 0.2353 0.2723 0.2339 0.8567
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Figura 29. Grafica Q-Q normal para residuos de regresiones lineales utilizando la prueba de normalidad de
Shapiro-Wilk. a. Altura de la planta; b. Diametro del tallo; c. Peso de la planta; d. Fotosintesis; e. Transpiracion;
f. Conductancia estomatica; g. NDVI: indice de vegetacion de diferencia normalizada; h. Prolina.
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Algunas investigaciones se han dirigido a evaluar el estado hidrico mediante el
monitoreo de las respuestas fisiologicas de las plantas e integrarlas en modelos
matematicos para clasificar o distinguir el estrés por sequia. Fang et al. (2023)
reportaron un modelo de arbol de deteccién y regresion simple (CART), donde
incluyeron temperatura del aire, diferencia de temperatura de las hojas y el aire, y
déficit de presion de vapor para clasificar el estado de sequia en tomate (Solanum
lycopersicum) en condiciones de riego adecuado y deficiencia hidrica por no
suministro de riego en plantulas (crecimiento vegetativo) y plantas adultas
(floracién), en experimentos independientes.

Este modelo permiti6 la clasificacion de estrés bajo, medio y alto para plantas en
crecimiento vegetativo y floracién en experimentos independientes. Sin embargo,
este estudio no evalué el modelo CART para una sequia permanente durante
ambas etapas fenoldgicas, y tampoco lo llevé durante la etapa de fructificacion. Tu
et al. (2022) y Kuo et al. (2023) propusieron un modelo basado en una red neuronal
convolucional (CNN) con Kernel unidimensional, para determinar el estado
temprano de estrés por sequia de plantulas de tomate (Solanum lycopersicum) a
partir del estado fisioldgico de las plantas, obteniendo espectros de reflectancia NIR,
y datos de temperatura foliar, tasa de asimilacion, tasa de transpiracion y
conductancia estomatica, los cuales fueron medidos a partir del dia siguiente de la
imposicion de los tratamientos (sin riego y riego regular) y durante 12 dias.

El método propuesto por estos investigadores es prometedor en la determinacion
del estado de estrés por sequia en plantulas de tomate; sin embargo, no se
consideran los estadios fenolégicos de diferentes cultivos u otras condiciones de
déficit hidrico.

Ademas de haberse utilizado algunas de las variables fisioldgicas de las plantas
para modelar el estrés por sequia, también se han utilizado para determinar
genotipos de plantas tolerantes a sequia. En este sentido, Yan et al. (2020)
estimaron coeficientes de tolerancia a sequia en plantas de soja sometidas a dos
condiciones de riego, bien irrigadas y 50% CC, durante las etapas de madurez
fisioldgica vegetativa-floraciéon y floracion-primera de las vainas, y utilizaron

regresiones lineales para determinar genotipos de soja tolerantes a sequia.
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Asimismo, Murigneux et al. (2016) establecieron un método para determinar la
tolerancia al estrés por sequia de plantas de maiz a través de un indice de estrés,
y utilizaron modelos de regresién lineal para establecer la relacion entre este indice
y el rendimiento de grano.

9.2. Estrés por salinidad

El estrés salino es un tipo de estrés abidtico que puede causar dafios graves en
las plantas, al inducir estrés ionico, osmaético y oxidativo, lo que desencadena
diferentes respuestas morfolégicas, fisioldgicas, bioquimicas y moleculares
(Dzinyela et al., 2023; Rattan et al., 2022). El efecto de la salinidad sobre las plantas
depende de la especie y variedad de las plantas, etapa fenolégica del cultivo,
concentracion de la sal, y tiempo de exposicion a la salinidad (Aghighi Shahverdi et
al., 2018; Kamran et al., 2020; Machado & Serralheiro, 2017). A continuacion se
presentan las respuestas morfoldgicas, fisioldgicas y bioquimicas en plantas de

chile jalapeno expuestas semanalmente al estrés salino durante 11 semanas.

9.2.1. Determinaciéon de las respuestas morfo-fisiolégicas al estrés por
salinidad en plantas de chile jalapeio
Se determiné el efecto de la aplicacion semanal de 100 mL de soluciones de
NaCl a 50, 75 y 100 mM en plantas de chile jalapefio, a través del monitoreo de sus
respuestas morfologicas (altura, diametro del tallo, numero de hojas y numero
frutos) y fisiolégicas (fotosintesis, transpiracion, conductancia estomatica, déficit de
presion de vapor y NDVI) durante 11 semanas de aplicacion de los tratamientos, las
cuales se describen en esta seccion.
a. Respuestas morfoldgicas
En las Figura 30 y 31 se presentan los resultados obtenidos para la altura y el
diametro del tallo de plantas tratadas con soluciones de NaCl. Se registré el
crecimiento de las plantas y el aumento del grosor del tallo, siendo mayor en plantas
que no tuvieron exposicion al estrés salino, y con una tendencia a ser menor para
la concentracion de NaCl mas alta, salvo para la altura durante la ultima semana de
monitoreo, donde se registrd una altura similar a la de las plantas sin exposicion a

salinidad.

136



Una de las respuestas adaptativas de las plantas al estrés salino es la modulacion
del crecimiento, que se relaciona con la limitacion en la absorcion de agua y
nutrientes, la fotosintesis, la elongacién y division celular (van Zelm et al., 2020). Se
conoce que la exposicion al estrés salino influye negativamente sobre
caracteristicas morfologicas de crecimiento y desarrollo de las plantas a lo largo de
su ciclo fenologico (Behera et al., 2022), como es el caso de la altura y el diametro,
quienes suelen reducirse con el incremento de la concentracion salina (Pandit et al.,
2024).

En ese sentido, se ha reportado que la aplicacion de NaCl (50, 100 y 150 mM)
influye de manera significativa sobre la altura de plantas de zanahoria en diferentes
etapas de crecimiento, donde se observd un incremento de la altura durante el
tiempo monitoreado (36-103 dias después de la siembra), siendo mayor en las
plantas donde no se aplicaron los tratamientos salinos y menor para la
concentracion de sal mas alta (Jahan et al., 2020). Por otro lado, Yilmaz et al. (2004)
reportan que el incremento de la concentracion de NaCl disminuyo la longitud del

hipocotilo y del brote en plantas de pimiento dulce.

Aunque con los resultados de este estudio no es tan marcada la diferencia entre
el efecto de los tratamientos salinos y el control sobre el crecimiento de las plantas
de chile jalapefio, al igual que en los reportes, se observa la tendencia de la altura
a ser menor en las plantas expuestas a la salinidad; y en el caso del diametro del
tallo, se observa un mayor incremento de esta variable en plantas sin aplicacion de
NaCl, lo que puede deberse a la disminucién de la disponibilidad de nutrientes al
ser usados por las plantas para el ajuste osmético tras la exposicion a la salinidad
(van Zelm et al., 2020).
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Figura 30. Efecto de NaCl 50, 75 y 100 mM sobre la altura de C. annuum. Los resultados se expresan como la
media = el error estandar (n=18 para control, NaCl 50 y 75 mM; n=9 para NaCl 100 mM).
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Figura 31. Efecto de NaCl 50, 75y 100 mM sobre el diametro del tallo de C. annuum. Los resultados se expresan
como la media % el error estandar (n=18 para control, NaCl 50 y 75 mM; n=9 para NaCl 100 mM).

En la Figura 32 se registra el numero promedio de flores por planta tratada.
Durante las 11 semanas de exposicion a los tratamientos salinos, se observé que
la exposicion a NaCl 100 mM provocé un retraso en el inicio de la floracion, en
comparacion con los demas tratamientos. Ademas, se registré el incremento en el
numero de flores, siendo mayor para las plantas sin exposicion a NaCl y menor para
las plantas tratadas con la concentracién de NaCl mas alta. En las plantas tratadas

con 50 y 75 mM se observdé un comportamiento similar hasta la semana 8 de
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exposicion a las soluciones salinas, tiempo después del cual se presenté un menor

numero de flores con NaCl 50 mM.

En la Figura 33 se presenta el numero promedio de frutos por planta. Se observé
el aumento del numero de chiles, el cual fue similar durante las primeras cinco
semanas de exposicion a los tratamientos salinos. La aplicacién de NaCl 100 mM
promovié un mayor incremento en el numero de frutos entre la sexta y novena

semana de tratamientos, mientras que en la décima semana fue igual al control.

Por otro lado, el menor numero de chiles se registrd en plantas tratadas con NaCl
50 mM desde la sexta semana y hasta el final de la aplicacién de los tratamientos.
Al finalizar el tiempo de exposicion a la salinidad, las plantas sin tratamiento tuvieron

un mayor numero promedio de frutos.
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Figura 32. Efecto de NaCl 50, 75 y 100 mM sobre el nimero de flores por planta de C. annuum. Los resultados
se expresan como la media + el error estandar (n=18 para control, NaCl 50 y 75 mM; n=9 para NaCl 100 mM).
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Figura 33. Efecto de NaCl 50, 75y 100 mM sobre el niumero de frutos por planta de C. annuum. Los resultados
se expresan como la media * el error estandar (n=18 para control, NaCl 50 y 75 mM; n=9 para NaCl 100 mM).

A continuacién se describe el efecto de los tratamientos con NaCl sobre las
variables morfologicas previamente mencionadas, al finalizar las 11 semanas de
exposicion a la salinidad (Figura 34). Aunque durante el tiempo en que se
monitorearon las respustas morfolégicas de las plantas al estrés salino se observé
que la altura y el diametro del tallo fueron mayores en plantas sin exposicion a NaCl,
y que la aplicacion de NaCl a 100 mM indujo los valores mas bajos, para la ultima
semana monitoreada no se observaron diferencias significativas entre tratamientos
sobre estas variables (p=0.39 para la altura y p=0.32 para el diametro del tallo;
a=0.2) (Figura 34, ay b).

Por otro lado, aunque el numero de frutos fue mayor para las plantas no
expuestas a la salinidad, tampoco se registraron diferencias estadisticamente
significativas entre tratamientos para esta variable (p=0.25, a=0.2) (Figura 34, d).
En relacién con el numero de flores, se evidencié la disminucién significativa de esta
variable con la aplicacion de NaCl 100 mM, en comparacion con el control (p=0.076,
a=0.1) (Figura 34, c).

Resultados similares fueron obtenidos por Sun et al. (2024), quienes reportaron
que el efecto de la exposicion de plantulas de tomate a NaCl 150 mM fue
estadisticamente igual al control (p<0.05) sobre el numero de frutos en plantulas de
tomate. Ademas, observaron que la cantidad de frutds disminuy6 ante el aumento

de la concentracion de NaCl, este efecto fue estadisticamente significativo para los
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tratamientos con NaCl a 100, 150 y 200 mM, mientras que no hubo diferencias entre
la aplicaciéon de NaCl a 50 mM en comparacién con el control (p<0.05); lo que
sugiere la alteracién de procesos fisioldgicos en las plantas tratadas. También, en
concordancia con los resultados obtenidos para el numero de flores, el efecto de la
aplicacion de tratamientos salinos de 4, 6, 8, y 10 dS*m-"! (equivalentes a NaCl 40,
60, 80 y 100 mM) fue estadisticamente igual sobre el numero de flores de azafran

(Crocus sativus L.).
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Figura 34. Efecto de tratamientos con NaCl sobre respuestas morfolégicas en C. annuum. A. Altura de la planta;
b. Diametro del tallo; c. Numero de flores por planta; d. Nimero de frutos por planta. Los resultados se
expresan como la media * el error estandar. Nivel de significancia (a) ****=0.01,***=0.05, **=0.10, *=0.2,
NS=No significativo.

b. Respuestas fisiologicas

En la Figura 35 se presentan los valores de fotosintesis determinados en las
plantas expuestas a las soluciones de NaCl, desde la cuarta semana de aplicacidon
de los tratamientos. No se observé una respuesta permanente de las plantas frente
a ningun tratamiento, los valores de fotosintesis fluctuaron de una semana a otra

durante la exposicion a las soluciones salinas.
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Desde la primera semana de monitoreo hasta la ultima, se observé una
disminucién de los valores de fotosintesis, siendo mayor este decremento para las
plantas tratadas con NaCl 100 mM, pasando de 103.5 a 73.24 umol.m?2.s-1(29.24%
menos); el menor cambio en el valor de esta variable lo indujo el tratamiento de

NaCl 50 mM, con una disminucién del 14.79% respecto al valor inicial.
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Figura 35. Efecto de NaCl 50, 75 y 100 mM sobre la fotosintesis en C. annuum. Los resultados se expresan
como la media % el error estandar (n=2 plantas por tratamiento).

De manera similar que para la fotosintesis, los valores de transpiracion para las
plantas tratadas mostraron fluctuaciones en el tiempo (Figura 36). La aplicacion de
NaCl 100 mM promovié la disminucion de la transpiracion en un 54.98% de la
semana 4 ala 11, pasando de 167.82 a 78.56 mg.m=2.s™'; mientras que con NaCl 75
y 50 mM, los valores de la transpiracion tendieron a aumentar desde la sexta y
séptima semana de aplicacién de los tratamientos, respectivamente, similar al

comportamiento de las plantas sin tratamiento.
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Figura 36. Efecto de NaCl 50, 75 y 100 mM sobre la transpiracién en C. annuum. Los resultados se expresan
como la media % el error estandar (n=2 plantas por tratamiento).

El comportamiento de la conductancia estomatica para las plantas de chile
jalapefio tratadas con NaCl se muestra en la Figura 37. Los valores de esta variable
cambiaron con el tiempo con los tratamientos salinos mientras que para el control
tendioé a ser constante, solamente incrementando para la semana 7. La aplicacion
de NaCl 100 mM y 50 mM promovieron un comportamiento similar de la
conductancia estomatica, la cual disminuyé entre la semana 4 y 5, aumentd en la
semana 6, y desde ese momento y hasta la semana 11, esta variable present6 una
disminucién de 58.05% y 54.87%, respectivamente, alcanzando valores similares
que para el control. Por otro lado, el tratamiento con NaCl 75 mM presento valores
de conductancia estomatica similares al control en las semanas 4, 5, 6 y 8; mientras

que este tratamiento indujo un incremento para las semanas 7y 11.

143



Conductancia estomatica
|

4 5 6 7 8 11
Tiempo de exposicion a los tratamientos con NaCl (semanas)

=@=_Control =@=50mM =@=75mM =@=100mM

Figura 37. Efecto de NaCl 50, 75y 100 mM sobre la conductancia estomatica en C. annuum. Los resultados se
expresan como la media * el error estandar (n=2 plantas por tratamiento).

Los resultados de déficit de presion de vapor (VPD) obtenidos para las plantas
de chile jalapefio tratadas con NaCl se muestran en la Figura 38. Los valores mas
altos de VPD fueron obtenidos para las plantas tratadas con NaCl 100 mM, sin
embargo, se observdé que desde la semana 5 los valores de esta variable
disminuyeron en un 70.75% para la semana 11, siendo menor en ese momento que

los valores obtenidos para los otros tratamientos y el control.

El comportamiento del VPD para las plantas tratadas con NaCl 50 y 75 mM fue
similar al de las plantas sin tratar, sin embargo, se observdé una tendencia al
incremento ante el aumento de la concentracion de NaCl. Finalmente, durante la
ultima semana de tratamiento, los valores de VPD fueron mayores para NaCl a 75

y 50 mM, mientras que para NaCl 100 mM fue menor inclusive que el control.
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Figura 38. Efecto de NaCl 50, 75 y 100 mM sobre el déficit de presion de vapor en C. annuum. Los resultados
se expresan como la media + el error estandar (n=2 plantas por tratamiento).

El indice de Vegetaciéon de Diferencia Normalizada (NDVI) obtenido para las
plantas de chile jalapefo tratadas con NaCl durante 11 semanas se presentan en la
Figura 39. Se observaron fluctuaciones del NDVI para todas las plantas tratadas,
similar a las del control, sin embargo, se observaron mayores cambios con el
tratamiento de NaCl 100 mM.
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Figura 39. Efecto de NaCl 50, 75y 100 mM sobre NDVI en C. annuum. Los resultados se expresan como la
media * el error estandar (n=10 plantas por el control, 50 y 75 mM; n=9 para 100 mM). NDVI: Indice de
Vegetacion de Diferencia Normalizada.

A continuacion se presentan los resultados obtenidos al finalizar las 11 semanas
de aplicacion de los tratamientos salinos sobre respuestas fisioldgicas de las plantas

(Figura 40). Aunque se encontraron valores de fotosintesis mas altos para los
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tratamientos salinos, el efecto de la aplicacién de NaCl 50 y 75 mM sobre esta
variable fue estadisticamente igual al control (0.14<p<0.18, a=0.2); no asi para la
aplicacion de NaCl cuyo efecto resultd significativamente diferente al control
(p=0.056, a=0.1) y a los demas tratamientos salinos (Figura 40, a). Por otra parte,
aunque se observd una mayor transpiracién y conductancia estomatica para las
plantas tratadas con NaCl 50 y 75 mM, el efecto de estas soluciones salinas no
presento diferencias significativas con el control; con la aplicacion de NaCl 100 mM
se presentd un efecto contrario a los demas tratamientos salinos, al inducir la
disminucién de estas respuestas fisioldgicas, aunque dicho efecto resultd

estadisticamente igual al control (p=0.21, a=0.2) (Figura 40, by c).

Con relacion al déficit de presion de vapor, todos los tratamientos presentaron un
efecto estadisticamente diferente entre si (p<0.0013, a=0.01) y con respecto al
control (0.0012<p<0.0092, a=0.01). Al igual que para la transpiracién y la
conductancia estomatica, ante el aumento de la concentracidon de NaCl se evidencid
un incremento en el valor del déficit de presidn de vapor, sin embargo, para la
concentracion de NaCl mas alta (100 mM) se encontraron valores de esta respuesta

por debajo que el control (Figura 40, d).

Finalmente, el menor valor de NDVI alcanzado fue para las plantas expuestas a
NaCl 50 mM mientras que el mayor valor fue obtenido para plantas tratadas con
NaCl a 100 mM, en comparacion con las plantas sin exposicion a la salinidad; sin
embargo, este efecto fue significativo unicamente para el tratamiento salino de
menor concentracion (p=0.19, a=0.2). Tampoco se evidencié efecto significativo
entre el tratamiento salino a 75 mM vy el control (p=0.05), pero si entre este

tratamiento y el de mayor concentracion de sal (p=0.15, a=0.2).

El efecto de las concentraciones de NaCl evaluadas sobre la mayoria de las
respuestas fisioldgicas al finalizar la exposicion a los tratamientos en plantas de
chile jalapeno es contrastante con la informacién encontrada en la literatura. Se ha
reportado que el estrés salino limita el intercambio gaseoso de las plantas debido a

que induce el cierre de los estomas y la disminucion de la cantidad de COz2 a las
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hojas, inhibiendo la fotosintesis, transpiracién y conductancia estomatica (Azuma et
al., 2010; Butt et al., 2021; van Zelm et al., 2020).

Azuma et al. (2010) reportaron la disminucion significativa de la fotosintesis,
conductancia estomatica y transpiracion en plantas de Capsicum annuum L.
expuestas a tratamientos salinos (NaCl a 50 y 100 mM) durante 21 dias, en
comparacioén con el control; sin embargo, el efecto de los tratamientos salinos
resulté estadisticamente igual sobre la conductancia estomatica y la transpiraciéon

(p<0.05), como ocurrié en nuestra investigacion (Figura 40, b y c).

De igual forma, Saqib et al. (2014) observaron un efecto significativo de la
salinidad en variedades de C. annuum sobre la fotosintesis, la transpiracion y la
conductancia estomatica, donde con el incremento de la concentracion de NaCl (40,
80 y 120 mM) indujo la disminucion de estas variables. También, Butt et al. (2021)
reportaron un efecto negativo del incremento de la salinidad (NaCl 0-70 mM) sobre
estas variables fisiologicas en C. annuum después de una semana de aplicados los
tratamientos; sin embargo, el efecto los tratamientos salinos a 50 y 70 mM sobre la
fotosintesis y la conductancia estomatica resultaron significativamente iguales mM
(Butt et al., 2021), del mismo modo que para nuestros tratamientos con NaCl 50 y
75 mM. Ademas, en plantas de pimiento tratadas con NaCl 70 mM se observo la
disminucion de la transpiracion y conductancia estomatica entre los dias 4 y 14
después de la exposicion a la sal, ademas fue menor que en plantas sin exposicion

al estrés (Lopez-Serrano et al., 2021).

Las diferencias entre los resultados obtenidos en este estudios y los reportados
pueden deberse a las condiciones en que se realizé la exposicion a los tratamientos
salinos y al tiempo en el que se realiza nuestro ultimo monitoreo, indicando una
posible tolerancia de las plantas de chile jalapeno (C. annuum L., variedad M.) a la
salinidad bajo las condiciones evaluadas. Lo anterior puede deberse a que estas
plantas evitaran los efectos negativos de las soluciones salinas mediante la
exclusion de Na*, el mantenimiento de niveles 6ptimos de K* y Ca?*, lo que pudo

resultar en la estabilizacion de la maquinaria fotosintética, manteniendo su favorable
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funcionamiento fisioldgico; esto puede estar en relacidn con el efecto no significativo

de los tratamientos con el crecimiento de las plantas Figura 34, ay b.

Por otro lado, los valores de transpiracién se relacionan con los niveles de déficit
de presién de vapor obtenidos (Figura 34, b y d), donde, niveles altos de VPD
representan una mayor transpiracion de agua de la que pueden absorber,
promoviendo estrés hidrico. Lo anterior puede deberse al estrés osmoético que
ocurre con la acumulacion de sal en la zona de la raiz, dificultando la absorcién de
agua (Abdelkader et al., 2024).

De acuerdo con la literatura, en las plantas, VPD es la diferencia entre la presion
de vapor dentro de la hoja y la presidn de vapor del aire, siendo la fuerza impulsora
de la tasa de transpiracion. El incremento de VPD impacta negativamente sobre la
tasa de asimilacion de COz2, principalmente durante el inicio del crecimiento de las
plantas; sin embargo, ese impacto se compensa con la actividad fisiolégica
sostenida de las plantas durante la ultima temporada de crecimiento (Sinclair et al.,
2017).

Con relacion al NDVI, Lima et al. (2023) registraron la disminucion significativa
de esta variable en plantas de pimiento con la aplicacién de soluciones salinas a 75
y 100%, mientras que fue estadisticamente igual a 50% en comparacion con el
control; los autores sugieren a NDVI como un indicador para la deteccion del estrés
salino. En plantas de guisante tratadas con 100, 200 y 400 mM de NacCl, se observo
la disminucion de los valores de NDVI ante el aumento de los niveles de salinidad
(Sukhova et al.,, 2023). La disminucion de esta variable esta asociada con la
reduccion del crecimiento de las plantas; sin embargo, se ha reportado que NDVI
es un indicador ambiguo porque también puede depender de la biomasa, area foliar,

cobertura vegetal, contenido de nitrégeno y clorofila (Zhang et al., 2011).
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Figura 40. Efecto de la aplicacion de NaCl sobre las respuestas fisiolégicas de plantas de C. annuum a.
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NS=No significativo.

9.2.2. Determinacion de las respuestas bioquimicas al estrés por salinidad en
plantas de chile jalapeio

Se evalud el efecto de la aplicaciéon semanal de NaCl 50, 75y 100 mM sobre las
respuestas bioquimicas de plantas de chile jalapefio a través del monitoreo del
contenido de prolina (Figura 41) y la actividad enzimatica de CAT, SOD, PAL, y APX
(Figuras 42-45).

El contenido de prolina presento variaciones durante el tiempo de monitoreo para

todos los tratamientos y el control (Figura 41). Se observd una disminucion de la
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concentracion de prolina para la tercera semana de aplicacion de los tratamientos;
para este fue mayor para las plantas tratadas con NaCl 100 mM. La mayor cantidad
de prolina se observé para la séptima semana de aplicacion de los tratamientos,
siendo mayor en plantas tratadas con NaCl 75 mM y menor para las tratadas con
100 mM.

Durante las ultimas dos semanas se observaron los menores valores de prolina,
siendo el tratamiento con NaCl 75 mM quien promovié una acumulacion mayor y
similar al control, mientras que la menor acumulacién fue inducida por la aplicacion
de NaCl 100 mM.
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Figura 41. Efecto de la aplicacién de NaCl sobre el contenido de prolina en plantas de chile jalapefo. Los
resultados se presentan como la media + la desviacion estandar. Las letras iguales para cada en cada dia de
tratamiento representan que no hay diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos (a=0.05).

La actividad de CAT tuvo variaciones durante el tiempo monitoreado (Figura 42).
Se observé un incremento de la actividad de esta enzima durante las primeras siete
semanas de aplicacién de NaCl 50 mM, tiempo después del cual CAT disminuyé su
actividad hasta alcanzar los mismos valores que para el inicio del experimento. La
actividad de CAT se vio menos afectada por la aplicacion de NaCl 75 mM, aunque
se mostraron variaciones, la tendencia fue a mantenerse estable, salvo para la
ultima semana, donde fue menor que para los demas tratamientos. Por su parte, se
registré la disminucién de la actividad de CAT en la tercera semana de aplicaciéon

de NaCl 100 mM, y ésta tendio a ser constante para las semanas 7 y 9, sin embargo,
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para la semana 5, CAT alcanzé la mayor actividad. Al finalizar la exposicion de los
tratamientos, la actividad de CAT fue estadisticamente similar a la de la primera

semana y al control.
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Figura 42. Efecto de la aplicacion de NaCl sobre la actividad de catalasa (CAT) en plantas de chile jalapefio.
Los resultados se presentan como la media + la desviacion estandar. Las letras iguales para cada en cada dia
de tratamiento representan que no hay diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos (a=0.05).

La actividad de SOD se vio afectada por la aplicacién de NaCl 75 y 100 mM en
la quinta semana de exposicidon a los tratamientos, siendo mayor en las plantas
tratadas con la concentraciéon de sal mas alta. Al finalizar las 11 semanas de la
aplicacién de NaCl, se observo un incremento significativo en la actividad de esta
enzima para las plantas tratadas con NaCl 75 y 50 mM, mientras que con 100 mM

disminuyd, siendo igual al control (Figura 43).
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Figura 43. Efecto de la aplicacion de NaCl sobre la actividad de superéxido dismutasa (SOD) en plantas de chile
jalapefo. Los resultados se presentan como la media * la desviacion estandar. Las letras iguales para cada en
cada dia de tratamiento representan que no hay diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos
(a=0.05).

La actividad de PAL para las plantas tratadas se presenta en la Figura 44. Se
incrementd la actividad de esta enzima hasta la quinta semana, donde se registraron
los valores mas altos, principalmente con el tratamiento de NaCl 100 mM y para 50
mM; mientras que para la séptima semana esta actividad tendié a mantenerse para
el control y NaCl 50 y 75 mM, mientras que para 100 mM decay® significativamente.
Las semanas posteriores a esta, la actividad de PAL disminuyé hasta alcanzar

valores similares a los del inicio del experimento.
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Figura 44. Efecto de la aplicacion de NaCl sobre la actividad de fenilalanina amonio liasa (PAL) en plantas de
chile jalapefio. Los resultados se presentan como la media + la desviacion estandar. Las letras iguales para
cada en cada dia de tratamiento representan que no hay diferencias estadisticamente significativas entre
tratamientos (a=0.05).

La actividad de APX en hojas de chile jalapefio tendié a mantenerse constante
para todos los tratamientos, salvo durante la quinta semana de exposicion a NaCl,
cuando se observo el incremento de esta actividad enzimatica, principalmente al
aplicar NaCl 100 mM, siendo significativamente diferente a los demas tratamientos.
Al finalizar el tiempo de exposicion a los tratamientos, APX presentdé una mayor

actividad con la aplicacion de la concentracién de NaCl mas alta.
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Figura 45. Efecto de la aplicacion de NaCl sobre la actividad ascorbato peroxidasa (APX) en plantas de chile
jalapefo. Los resultados se presentan como la media * la desviacion estandar. Las letras iguales para cada en
cada dia de tratamiento representan que no hay diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos
(a=0.05).
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A continuacion se describira el efecto de los tratamientos de NaCl aplicados en
plantas de chile jalapefo sobre las respuestas bioquimicas, al final de su ciclo de
cultivo (semana 11) (Figura 46). El contenido de prolina disminuy6
significativamente en comparacion con el control para las plantas tratadas con NaCl
50 y 100 mM (p<2.22*e'%), mientras que para NaCl 75 mM se presentd un ligero

incremento de este osmolito (p=0.11, a=0.2) (Figura 46, a).

La actividad de CAT fue menor en plantas tratadas con NaCl (Figura 46, b); se
observé que el aumento de la concentracion de sal promovié la disminucion
significativa de esta actividad enzimatica para el caso de NaCl 50 y 75 mM
(p<0.00095), mientras que con 100 mM aunque la actividad fue menor que para el
control (p=0.097, a=0.1), resulté ser significativamente mas alta que para los demas
tratamientos (p<0.0016).

La actividad de SOD fue significativamente mas alta para todas las plantas
tratadas (Figura 46, c). Se observé un incremento de esta actividad enzimatica ante
el aumento de la concentracion de NaCl para el caso de 50 y 75 mM con respecto
al control (p<2.5*¢"'%), mientras que para 100 mM fue significativamente mas baja

que para estos dos tratamientos (p<1.9*e®).

Por otro lado, se observé un ligero incremento en la actividad de PAL en las
plantas tratadas con NaCl 50 mM (p=0.13, a=0.2), mientras que en las tratadas con
NaCl 100 y 75 mM se presenté la disminucion de esta actividad enzimatica, siendo
estadisticamente diferentes al control al tratar con NaCl 75 mM (p=4.2*e™®) (Figura
46, d). Finalmente, la actividad de APX se vio estadisticamente afectada con los
tratamientos salinos (Figura 46, e), NaCl 100 y 50 mM promovieron el incremento
significativo de esta actividad enzimatica (p=0.0013), siendo mayor para la
concentracion de sal mas alta; contrario a la aplicacion de NaCl 75 mM, misma que
provoco la disminucidn significativa de la actividad de APX respecto al control

(p=0.00068) y demas tratamientos.

Las plantas sintetizan y acumulan osmolitos, entre ellos la prolina, como uno de
sus mecanismos de defensa contra el estrés osmotico y el dafo oxidativo provocado

por condiciones de estrés abidticos como la salinidad(Rhaman et al., 2024); debido
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a que al ser un chaperon molecular, éste actua como antioxidante y eliminador de
ROS (Ghosh et al., 2021; Rhaman et al., 2024). La acumulacién de prolina se ha
asociado con el incremento de la tolerancia al estrés salino en diversos cultivos,
tales como el tomate (Solanum lycopersicum L.) y soja (Glycine max) (Ghosh et al.,
2021). Se ha reportado que, de manera general, la concentracion de prolina
aumenta con noveles de salinidad de 75 a 200 mM, sin embargo, esto depende de
la especie de planta; en el caso del trigo, arroz, y arabidopsis, este incremento se
observa con la aplicacion de NaCl de 75 a 200 mM, mientras que en maiz es con
NaCl a 100 mM (Soltabayeva et al., 2021). En cultivares de chile (Capsicum
annuum) se encontré que los tratamientos salinos (10.5 g y 14.2 g NaCI*L")
tuvieron un efecto significativo sobre el contenido de prolina en comparacion con el
control, sin embargo, no hubo diferencias estadisticas entre el efecto de estos

tratamientos (Giancarla et al., 2020).

Por otro lado, las plantas activan sistemas antioxidantes enzimaticas y no
enzimaticas como mecanismo de respuesta al dafo oxidativo provocado por la
salinidad. Se ha reportado el incremento de la actividad de enzimas antioxidantes
como catalasa, superdxido dismutasa, peroxidasa, ascorbato peroxidasa, glutation

reductasa, entre otras, ante la exposicién de plantas a tratamientos salinos.

Se ha reportado que la aplicacion de NaCl 200 mM incremento significativamente
la actividad de enzimas antioxidantes (SOD, POD, CAT, y APX) en plantas de chile
(Capsicum annuum) (Hahm et al., 2017; Jin et al., 2024). También, Butt et al., (2021)
observaron que ante el aumento del nivel de NaCl en plantas de C. annuum, la
actividad enzimatica de SOD, CAT y POD incrementd significativamente. Lo que
sustenta el efecto de la aplicacién de NaCl sobre la actividad de SOD y APX. En el

caso de CAT, los resultados obtenidos fuero contrastantes con la literatura.

Aunque PAL no es considerada como una enzima antioxidante, esta relacionada
con la activacién del sistema antioxidante enzimatico de las plantas, al ser una
enzima clave en la via metabdlica de los fenilpropanoides, responsables de la
sintesis de fenoles y flavonoides (Oosalo et al., 2024). Se ha reportado que, bajo

condiciones de salinidad, PAL ayuda a mantener el balance entre las ROS que se
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generan producto del estrés oxidativo y la detoxificacion de estas especies en las
plantas (Astaneh et al., 2018). En cultivares de pimiento picante, la exposicion a
condiciones salinas (NaCl a 20 y 40 mM) incrementd la actividad de PAL (Zamljen

et al., 2023).
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Figura 46. Efecto de los tratamientos con NaCl sobre variables bioquimicas en hojas de chile jalapefio. a.
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o Efecto de condiciones de salinidad en frutos de chile jalapefio
Se determind el efecto de la aplicacion de NaCl 50, 75 y 100 mM sobre

metabolitos secundarios como capsaicinoides, polifenoles y flavonoides en frutos
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de chile jalapefio (Figura 47). La aplicaciéon de NaCl 100 mM promovié el aumento
significativo del contenido de capsaicinoides totales con respecto al control
(p=0.00015), mientras que la aplicacion de NaCl 75 mM indujo a la menor
acumulacion de este metabolito (p=0.066, a=0.1); el efecto de NaCl 50 mM fue

estadisticamente igual al control (p=0.4) (Figura 47, a).

La aplicacién de NaCl 50 y 100 mM indujo al incremento en la acumulacién de
polifenoles totales (p<0.0002), siendo mayor para la concentracién de sal mas
alta. En contraste, la aplicacion de NaCl 75 mM no favorecio la produccién de
polifenoles totales, ésta resulté en valores mas bajos que el control (p=0.0011)
(Figura 47, b). Por otro lado, se observo la disminucion significativa del contenido
de flavonoides totales en frutos de plantas tratadas con NaCl (p<9.6*e?),
encontrandose que a mayor concentracién de sal hay una menor acumulacion de

este metabolito (Figura 47, c).

De acuerdo con la literatura, los resultados del efecto del estrés salino sobre
metabolitos secundarios como capsaicinoides, fenoles y flavonoides totales en
frutos dependen de la severidad de los tratamiento, asi como de los cultivares
sometidos a condiciones de salinidad. En el caso de los capsaicinoides, estos son
uno de los principales metabolitos secundarios en los frutos de chile, que varian
de acuerdo con el genotipo, parte del fruto y el factor de estrés al que estén

sometidas las plantas (Zamljen et al., 2023).

Arrowsmith et al. (2012) no encontraron diferencias significativas en la
concentracion de capsaicina en frutos de plantas de chile jalapefio tratadas con
NaCl al 0.5, 1.0y 1.5%, y con el grupo control (p>0.75); sin embargo, el contenido

de capsaicina fue mayor para las dos concentraciones de sal mas altas.

Genzel et al. (2021) tampoco observaron diferencias significativas en la
concentracion de polifenoles totales al aplicar NaCl 200 mM en comparacion con
el control en frutos de cultivares de chile ni pimiento morrén. Ademas, aunque el
contenido de polifenoles incrementd con la aplicacion de sal, el efecto de este
tratamiento resulto ser estadisticamente igual al de la aplicacion de NaCl 400 mM

(p<0.05). Ademas, estos investigadores no encontraron efecto significativo entre
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las dos concentraciones de NaCl evaluadas y el control sobre el contenido de

flavonoides para ninguno de los cultivares de Capsicum (p<0.05).

Por su parte, Zamljen et al., (2022) reportaron variacién en el contenido de
capsaicinoides y polifenoles totales para diferentes cultivares de pimiento (C.
annuum L.) al ser tratados con NaCl 20 y 40 mM, encontrando que, para la
mayoria de los cultivares, la concentracion de sal mas alta provocdé un mayor

incremento de estos metabolitos.

Lo anterior podria justificar que se haya obtenido un contenido de
capsaicinoides y polifenoles totales mas alto para la mayor severidad de estrés
salino evaluado (100 mM). En cuanto al contenido de flavonoides totales, los

resultados obtenidos y los reportados en diferentes estudios son contrastantes.
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Figura 47. Efecto de la aplicacion de NaCl sobre metabolitos secundarios en frutos de chile jalapefo. a.
Capsaicinoides totales; b. Polifenoles totales; c. Flavonoides totales. Los resultados se expresan como la media
+ el error estandar. Nivel de significancia (a) ****=0.01,***=0.05, **=0.10, *=0.2, NS=No significativo. GAE:
Equivalentes de &cido gélico. QE: Equivalentes de quercetina.
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9.2.3. Obtencion de modelos matematicos que estimen y predigan el estrés
por salinidad en plantas de chile jalapeio

Se obtuvieron los estimadores de estrés por salinidad (8) mediante el método de
estimacion por intervalos a partir de las pendientes de las regresiones lineales
obtenidas para los valores acumulados para las variables altura de la planta,
diametro del tallo, fotosintesis, transpiracion, conductancia estomatica, déficit de
presion de vapor, NDVI, y prolina. El comportamiento de los datos acumulados para

estas variables se presenta en la Figura 48.
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Figura 48. Comportamiento de las respuestas morfo-fisioldgicas y bioquimica acumuladas de plantas de C.
annuum bajo condiciones de salinidad. a. Altura acumulada por planta; b. Diametro de tallo acumulado; ¢
Fotosintesis acumulada; d. Transpiracion acumulada; e. Conductancia estomatica acumulada; f. Déficit de
presion de vapor (VPD) acumulado; g. NDVI: indice de vegetacién de diferencia normalizada acumulado; h.
prolina acumulada.

En la Figura 49 se presentan los valores de la pendiente de los modelos lineales
(B) obtenidos para cada tratamiento por variable analizada. Las zonas con
coloracion representan los intervalos de 8 en el que es posible distinguir el nivel de
estrés salino en el que se encuentran las plantas de chile jalapefio. Las zonas
punteadas y grises representan areas de traslape entre los valores de 3 obtenidos

para los tratamientos, por lo que no seria posible su distincién.

Se observa que el monitoreo y obtencion de valores de 8 para las variables
diametro del tallo, fotosintesis y transpiracion no son buenos indicadores de estrés
salino, ya que las zonas de traslape son muy grandes y no es posible distinguir entre
plantas con niveles de salinidad de 50 y 75 mM. Se observo algo similar para la
conductancia estomatica y la prolina, donde los rangos de B se traslapan
considerablemente, por lo que, no es posible distinguir entre alguna de las
condiciones de salinidad evaluadas, sugiriendo que estas variables no son un buen

indicador de salinidad.

NDVI tampoco seria un indicador de salinidad confiable, ya que solamente
permite la distincion de un nivel de NaCl (50 mM) bajo el rango obtenido. Al contrario
que para las variables anteriormente mencionadas, la altura de las plantas y el
déficit de presion de vapor podrian considerarse como indicadores de salinidad, al
permitir la distincion de los niveles de NaCl evaluados, salvo para valores de 8 que

representen traslape.

160



R%>0.99 i4 R>>0.98
a. Altura de la planta P b. Diametro del tallo Clg0%
205 20,2910 130
105 1.2504
200 | 201235 ’
1.2019
= 19.4702 = 120 | 11834
& 195 &
@ 19.2101 @ 415 |
£ 19.2478 189834 £ -
= 190 s =
ES 16.9356 — S 10}
187723
18.5 - 105 -
18.0 L . 1.00 L . L 10238 !
Control 50 m 75 mM 100 mM Control 50 m 75 mM 100 mM
Tratamiento Tratamiento
7 i R%0.96 FIy- R?>0.95
c. Fotosintesis iy d. Transpiracién iy
200 1400 ¢
750 | 1300 b 1263003
L 59,1057 1200
700 1089392
650 L 1100 t
% 800l 59.1830 & 1000 |
. o 900t
o 550 | 2 )
3 500k s 800r 81,5388
s g 700} 74,0911
450 | 47 4124 60.0 -
400 | 500 F
380 - oo cees 400 442221
300 ! 30.0 L L !
Control 50 mM 75 mM 100 mM Control 50 mM 75 mM 100 mM
Tratamiento Tratamiento
- e 2 . - - 2
e. Conductanciaestomatica pisrerd f. Déficit de presion de vapor Pl
L 45 ¢
2000 275.8426 a0 | 3.9811
2700 b :
315t
2500
P 230.0 = 30 31780
b ) S 25t 22130
E 2100 | E 20 | 18545
S 1900 | 2 45t = 1.8673
1.5205
1700 | 175 3582 10 |
1500 | sz 428 1813578 05
1300 L ! 0.0 L L L !
Control 50 mMm 75 mi 100 mi Control 50 mi 75 mi 100 mM
Tratamiento Tratamiento

161



2 . 2
g. NDVI R >0 h. Prolina R 091

Cl=80% Cl=80%
0120 700

0.1144 0.1152 65.0 -
60.0
55.0
50.0

0115

821757

528042 58.4385

0110

0.1030

0.105 | 0.1062
450 |

400 |
150 | 383188 3BT

Valores de
Valores de

0100

44.0840

0.0999

0.095 -

0.080 L L L ! 300 L L L
Cantrol 50 mh 75 mh 100 mM Control 50 mi 75 mM 100 mm

Tratamiento Tratamiento

Figura 49. Rangos de intervalos de la pendiente (B) para la clasificacion del estado de estrés por salinidad de
plantas de Capsicum annuum a partir de modelos de regresion lineal con variables acumuladas, para: a. Altura
acumulada por planta; b. Diametro de tallo acumulado; c. Fotosintesis acumulada; d. Transpiracion acumulada;
e. Conductancia estomatica acumulada; f. Déficit de presion de vapor (VPD) acumulado; g. NDVI: indice de
vegetacion de diferencia normalizada acumulado; h. Prolina acumulada. R?: Coeficiente de determinacion; Cl:
Intervalo de confianza.

En el Cuadro 21 se muestran los niveles de salinidad que pueden distinguirse a
través de los valores de B para las variables evaluadas, los cuales se representan
como PD; asi como aquellos donde no es posible realizar distincion de nivel de
salinidad (NP). Los valores numéricos representan los rangos de [ para las

variables en los que se podria distinguir cada condicion salina.

Es posible distinguir que las plantas de chile jalapefio no estan expuestas a una
condicion de salinidad con las variables altura de la planta y VPD; NDVI y prolina no
permiten identificar esta condiciéon de no salinidad; las demas variables solamente
serian de utilidad como indicadoras de nula salinidad bajo los rangos de f3
mencionados en la tabla. Un nivel de salinidad 50 mM de NaCl podria ser
identificado a través de los valores de 3 para el déficit de presidn de vapor, asi como
se podria identificar un nivel de salinidad de 75 mM de NaCl mediante el monitoreo
de la altura de la planta, o con VPD y prolina unicamente en los rangos de f3
obtenidos para estas variables. La condicion de salinidad de 100 mM solamente es
posible de identificarse para los rangos de B presentados en la tabla para cada

tratamiento.
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Cuadro 21. Resumen sobre la deteccién del estrés por salinidad de acuerdo con los intervalos de 8 obtenidos

para cada variable.
. i VPD
Altura de Diametro Conductancia NDVI Prolina

Tratamiento la planta del tallo Fotosintesis  Transpiracién estomética
(1.2019- [35.5564- [44.2221- [152.3128-

Control PD 1.2504] 39.2455) 52.9714) 161.3576) PD NP NP
(18.9834- (261.3962- [0.0999-  [38.3198-
NaCl50mM %9 5101) NP NP NP 275.8426] PD 0.1062)  38.7115)
[3.0760- (62.1757-
NaCl 75 mM PD NP NP NP NP 34780) NP 66.8266]

NaCl 100 [18.7723-  [1.0236- (59.1830- (108.9392- NP (3.6605-  (0.1144- NP

mM 18.9356) 1.0737) 69.1097] 126.3993] 3.9811]  0.1152]

PD: Condicién de salinidad posible de distinguir. NP: Condicién de salinidad no posible de distinguir.

Se aplico la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk a los residuos de los modelos
de regresion lineal obtenidos para cada variable con la finalidad de analizar la
validez de los modelos, encontrando que, solamente los datos para la altura de la
planta con NaCla 75y 100 mM (p<0.05). Lo cual se apoya también en la distribucién

de los residuos en las graficas Q-Q (Figura 50).

Cuadro 22. Valores de p para la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk con a=0,05, utilizando residuos del
modelo de regresion lineal para cada una de las variables involucradas.

Valor de p

Tratamiento Altura Diametro Conductancia

con NaCl de la Fotosintesis Transpiracion e VPD NDVI Prolina

planta del tallo estomatica

Control 0.052 0.089 0.271 0.180 0.1233 0.264 0.334 0.670
50 mM 0.639 0.104 0.153 0.587 0.1477 0.427 0.363 0.654
75 mM 0.006 0.076 0.151 0.090 0.052 0.553 0.914 0.579
100 mM 0.004 0.057 0.276 0.541 0.382 0.103 0.674  0.947
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Figura 50. Grafica Q-Q normal para residuos de regresiones lineales utilizando la prueba de normalidad de
Shapiro-Wilk. a. Altura de la planta; b. Diametro del tallo; c. Fotosintesis; d. Transpiracion; e. Conductancia
estomatica; f. Déficit de presion de vapor (VPD); g. Indice de vegetacion de diferencia normalizada (NDVI); h.

Prolina.
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9.3. Estimacion de sequia y salinidad a partir de 8

El Cuadro 23 resume los intervalos de B obtenidos para las respuestas
morfologicas (altura de la planta y diametro del tallo), fisioldégicas (fotosintesis,
transpiracion, conductancia estomatica, y NDVI), y bioquimica (prolina) al estrés por
sequia y al estrés salino en plantas de chile jalapefio a partir de los modelos de
regresion lineal por el método de minimos cuadrados y el método de estimacion por

intervalos.

Los intervalos (minimo y maximo) con coloraciéon verde representan que la
variable indicada permite la distincion del nivel de estrés por sequia (40, 60, 80, y/o
100% CC) o salinidad (NaCl 0, 50, 75, y/o 100 mM). Los intervalos con coloracion
roja representan que la variable indicada no permite la distincién del nivel de estrés
sefalado. Mientras que, las celdas con coloracion naranja representan que bajo un

cierto rango de ese intervalo es posible distinguir el nivel de estrés.

De acuerdo con los resultados, la prolina no seria un buen indicador del estrés
por sequia ni por salinidad, dado que solamente permite la distincion de sequia a
60 y 100% CC, y de salinidad a 50 y 75 mM en algunos rangos dentro de cada
intervalo de B. El diametro del tallo tampoco permite la distincion completa entre
ninguno de los niveles de sequia ni de salinidad, solamente en algunos rangos de
cada intervalo de B podria distinguirse los 4 niveles de estrés por sequia evaluados
y entre una condicion alta de salinidad (NaCl 100 mM) y una condicion sin salinidad
(NaCl 0 mM), por lo que no se sugiere como un indicador de estos tipos de estrés
abidtico.

En el caso de la transpiracion y la conductancia estomatica se sugiere su uso
como indicador de sequia; sin embargo solamente permitiria la distincion de los
niveles de 40 y 60% CC, ademas para la distincion de 80 y 100% CC bajo un rango
especifico; al igual que para la distincién de una condicién sin salinidad (NaCl 0 mM)
y una condicion alta de sal (NaCl 100 mM) con la transpiracién y de 0 y 50 mM con
la transpiracion. EI NDVI también podria usarse como un indicador de sequia,

solamente para la distincidn entre condiciones de sequia ligera y sin sequia (80 y
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100 % CC); ademas para la distincién de sequia a 40 y 60% CC, y de salinidad a

50 y 100 mM unicamente para un corto rango.

Por su parte, la altura de la planta podria ser un indicador para distinguir
principalmente condiciones de salinidad (NaCl 70 mM) y una condicion estrés salino
(NaCl 0 mM), con el monitoreo de esta variable, 50 y 100 mM solamente podrian
ser distinguidos para un rango de valores de B, al igual que los niveles de sequia de
40, 80y 100% CC. Finalmente, la fotosintesis seria un buen indicador de sequia, al
permitir la distincion de todos los niveles evaluados; en el caso de salinidad,

solamente podrian distinguirse bajo algunos rangos los niveles de NaCl 0 y 100 mM.
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Cuadro 23. Rangos de 8 obtenidos para variables morfolégicas

fisioldgicas y bioquimicas por tratamiento de estrés por sequia y salinidad.

Altura de la | Diametro del i . L Conductancia .
Tipo de Factor de Fotosintesis | Transpiracion . NDVI Prolina
Tratamiento planta tallo estomatica
estrés analisis
Min Max | Min | Max | Min | Max | Min Max Min Max Min | Max
40 4.755 5.105 | 0.142 | 0.161 | 12.340 | 13.896 | 23.330 | 26.743 58.132 61.757 |0.039 | 0.040
Sequi Capacidad de I_ 0.150 | 0.169 | 13.980 | 15.267 | 18.683 | 22.236 | 38.360 | 43.978 |0.040 |0.041
equia
campo (%) 80 5113 | 5484 | 0.172 | 0.196 | 15.470 | 16.597 | 28.095 | 31.819 | 72.610 77.569 |0.044 | 0.045
100 4.922 5.285 | 0.171 | 0.193 | 17.099 | 18.430 | 27.221 | 30.311 70.742 75.064 |0.045|0.045
R? ajustado >0.99 >0.97 >0.99 >0.98 >0.97 >0.99
Intervalo de confianza 80% 80% 95% 95% 95% 80%
0 19.248 | 19.470 35.556 | 50.555 | 44.222 | 68.128 | 152.313 | 232.027
Salinidad NaCl (mM) 50 18.936 | 19.210 179.926 | 275.843
alinida aCl (m
75 20.123 | 20.291 44.064 | 66.827
100 18.772 | 18.983 47.412 | 69.110 | 81.539 | 126.399 0.109 | 0.115 ‘
R? ajustado >0.99 >0.98 >0.97 >0.95 >0.95 >0.99 >0.91

Intervalo de confianza

80%

80%

95%

95%

80%

80%

*NDVI: indice de vegetacion de diferencia normalizada.
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X. Conclusiones

Capsicum annuum L. variedad M. mostré diferentes respuestas morfoldgicas,
fisiologicas y bioquimicas frente a los niveles de sequia y salinidad evaluadas de
manera independiente. Las plantas de chile jalapefio mostraron mayor sensibilidad

al estrés por sequia que al estrés salino.

El incremento en la severidad de la sequia afectd negativamente el crecimiento
y desarrollo de las plantas. Los procesos fisiolégicos como la fotosintesis,
transpiracion, y conductancia estomatica también se vieron afectados por la sequia,
siendo menores para el nivel de sequia severa (40% CC). Ademas, la sequia
promovié la acumulacion de prolina en las hojas y el aumento en la actividad
enzimatica de CAT y SOD, y no mostré efecto significativo sobre la actividad de
POD, APX, ni PAL.

En los frutos de chile, el aumento en la severidad de la sequia afectd
significativamente el numero de frutos por planta, la masa de frutos, asi como su
diametro ecuatorial y polar. Ademas, el riego a 40% CC promovié la acumulacion
de capsacinoides, mientras que el riego a 60% CC favorecié la mayor acumulacion
de flavonoides totales; contrario a la produccion de polifenoles totales, la cual fue
mayor para 80% CC. No se observo efecto de ningun tratamiento sobre la expresion

relativa del gen de chalcona isomerasa.

Las respuestas de C. annuum L. frente a la sequia fueron afectadas en menor
medida por 80% CC, incluida la producciéon de fruto, teniendo un efecto
significativamente igual al control, lo que sugiere un ahorro del 20% del agua

empleada para el riego de Capsicum annuum L. variedad M.

La exposicion de las plantas a condiciones de salinidad no afectd
significativamente las respuestas morfoldgicas en las plantas de chile jalapefio. Los
procesos fisioldgicos como la fotosintesis y transpiracion fueron mantenidos con la

aplicaciéon de NaCl a 50 y 75 mM, mientras que para 100 mM la fotosintesis
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incrementd y la transpiracién disminuy6. La conductancia estomatica se mantuvo

igual para todos los niveles de salinidad.

La respuesta fisioloégica mas afectada con la salinidad fue el déficit de presion de
vapor, la cual incrementoé para NaCl 50 y 75 mM y disminuyd severamente para 100
mM. Ningun nivel de salinidad promovio la acumulacion final de prolina en las hojas,
sino que su concentracion disminuyé. La actividad de CAT fue menor con los
tratamientos de salinidad mientras que SOD fue mayor, principalmente para 75 mM
de NaCl. La actividad de PAL fue mayor para NaCl a 50 mM, mientras que la
aplicacién de NaCl a 100 mM resulté en una mayor actividad de APX. En los frutos,
el nivel de salinidad mas severo promovio la mayor acumulacion de capsaicnioides

y polifenoles totales, pero no de flavonoides.

El uso de modelos de regresion lineal de minimos cuadrados y el método de
estimacion por intervalos permitieron la obtencidén de los rangos de las pendientes
(B) para cada uno de los niveles de sequia y salinidad por cada respuesta
morfoldgica, fisiolégica y bioquimica evaluada. Los resultados sugieren a la
fotosintesis como un indicador para todos los niveles de sequia; mientras que la
altura de la planta podria ser usado como indicador de los niveles de salinidad,
principalmente a 75 mM y una condicion sin salinidad, con un intervalo de confianza

al 95% y 80%, respectivamente, y un R? ajustado mayor a 0.99.

Aunque el modelo de estudio fue el chile jalapefio, el método propuesto podria
explorar la aplicaciéon del método propuesto para detectar y clasificar el estrés por
sequia en otras especies vegetales. Ademas, se podria evaluar la interaccion de las

respuestas monitoreadas para establecer otros modelos matematicos.
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Xll. Anexos
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12.2. Estrés por salinidad
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12.2.2. Valores de p obtenidos para las variables bioquimicas en hojas y

frutos
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12.2.4.

Curva de calibracién para determinacion de proteina
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12.2.5. Curva de calibracion de acido galico para determinacion de
polifenoles totales
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