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RESUMEN

El Chile (Capsicum spp.) Es uno de los cultivos horticolas mas importantes econoémicamente del
mundo; Su produccion en la industria alimentaria y farmacéutica ha aumentado en todo el mundo. La
importancia econémica de este cultivo se debe, en parte, a las propiedades nutracéuticas derivadas de
su metabolismo secundario. La sequia es el principal factor ambiental que afecta la produccion de
cultivos. Sin embargo, los estudios que involucran déficit hidrico solo consideran respuestas a corto
plazo al déficit agudo de agua en lugar de procesos de aclimatacion a largo plazo a través de déficits
hidricos moderados y gradualmente crecientes, lo que omite la dinamica y el perfil del metabolismo
secundario que forma parte del sistema de defensa de la planta contra este factor de estrés. El presente
estudio tuvo como objetivo identificar los diferentes mecanismos que utilizan las plantas de chile en
la respuesta adaptativa (hormesis) para hacer frente a la sequia utilizando una disminucién y un
aumento progresivos de la disponibilidad de agua, condiciones que ocurren comunmente en campos
abiertos para cultivos. Se aplicaron cuatro tratamientos: déficit gradual de agua (GWD), inicialmente
anegado con déficit gradual de agua (IWGD), déficit repentino de agua con recuperacion gradual
(SWDR) y sin déficit de agua (NDW). Estas condiciones deberian representaruna situacion mas real
similar a la que enfrentan las plantas en el ambiente agricola. Para determinar los mecanismos de
respuesta asociados con el déficit de agua, se evaluaron los cambios en las variables fenologicas, la
acumulacion de prolina y la expresion de genes de fenilalanina amonio-liasa (pal), chalcone sintasa
(chs), peroxidasa (pod) y superdxido dismutasa (sod ) en plantas de chile que crecen bajo diferentes
regimenes de riego en dos tipos de suelos contrastantes (suelo del centro de origen y suelo arcillo) de
areas donde se cultiva chile en el centro de México. Las variables evaluadas mostraron una respuesta
diferenciada de los mecanismos en plantas que crecen bajo diferentes niveles de déficit hidrico. Dada
la respuesta diferencial observada para la expresion génica y las variables morfologicas y bioquimicas
estudiadas en plantas de chile contra diferentes regimenes hidricos en este trabajo, esto puede tener
implicaciones para un uso mas eficiente del agua en cultivos con alto contenido nutracéutico, ademas
de las perspectivas de uso de productos derivados del metabolismo secundario en la industria
farmacéutica.



SUMMARY

Chili pepper (Capsicum spp.) is one of the most economically important horticultural crops
in the world; its production for the food and pharmaceutical industries has been increasing
worldwide. The economic importance of this crop is due, in part, to the nutraceutical
properties derived from its secondary metabolism. Drought is the main environmental factor
that affects crop production, Nevertheless, studies involving water deficit have considered
short-term responses to sharp water deficit rather than long-term acclimation processes
through moderate and gradually increasing water deficits, which omits the dynamics and
profile of the secondary metabolism that are part of the plant's defense system against this
stress factor. The present study aimed to identify the different mechanisms that chili pepper
plants use in the adaptive response (hormesis) to cope drought stress using a progressive
decrease and increase of water availability, conditions that commonly occur in open fields
for crops. Four treatments were applied: gradual water deficit (GWD), initial water-logging
with gradual water deficit IWGD), sudden water deficit with gradual recovery (SWDR), and
no water deficit (NDW). These conditions should represent a more real situation similar to
that faced by plants in the agricultural environment.” In order to evaluate the response
mechanisms associated with these water deficits, changes in phenological variables, proline
accumulation, and the gene expression of Phenylalanine ammonia-lyase (pal), Chalcone
synthase (chs), Peroxidase (pod), and Superoxide dismutase (sod) were measured in chili
pepper plants growing on land under different irrigation regimes in two contrasting soil types
(soil of the center of origin and clay soil) in areas where chili pepper is cultivated in central
Mexico. The variables evaluated showed a differentiated response of the mechanisms in
plants growing under different levels of water deficit. Given the differential response
observed for the gene expression and morphological and biochemical variables studied in
chili plants against different water regimes in this work, this may have implications for more
efficient use of water in crops with high nutraceutical content, in addition to prospects for
use of products derived from secondary metabolism in the pharmaceutical industry.



Agradecimientos

El M.C. Israel Macias Bobadilla agradece a CONACYT por la beca otorgada

Al Dr. Irineo Torres Pacheco, por trasmitirme sus conocimientos.

A la Dra. Marcela Vargas Hernandez, por los consejos y su apoyo.



INDICE

Pagina
RESUMEI ...ttt et ettt e st e s e e saeee i e 1
SUIMIMATY ©.eiiiiiiiiee ettt e ettt e e ettt e e eabeee e e saaeeesenstaeeeannseeeesssaneeeeessseeeeannns 11
AGIAAECTMICTIEOS ......veeniieeiieeiieeiie et etteete et et e st e eteeetteesbeesseesabeenseesseeenseensbeessaenseenseasnseenseas il
EAICE « .o e v
TNAICE A& TIGULAS ..o e e vi
INAICe e CUAAIOS ...t e xii
I. indice
L1 INErOAUCCION. ...ttt ettt ettt ettt et e sbe e st e be e beeenteenbee e 1
1.2 IMOIVACION .ttt i ettt ettt et ettt et e sat e et e be e s it e e b e e seeeaeeenee 3
L0 T £ 0 T0] 1) (RS SR 4
1.4 ODbJetiVo GENETAL......oeeeiiee ittt ettt e s e e ssbeeeabeeenaeesnneeas 4
1.5 ODbJetiVOS PATTICUIATES tivuireeerieeiiieeiieeeiee et e eiee e tee et eette e e eesireesaaeessaeesebeeennseeenneeas 4
IL. REVISION DE LITERATURA .........oimiimiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee e 5
2.2 ANEECEACILES ...ttt ettt ettt e 5
2.2 T ELCRILE ittt et 7
2.2.1 CAPSICUI QUIUNI ..ottt et et e e ettt e et e e eaeeeeaneeeneeeens 7
2.3 CentroS d@ OTIZEN.....cccuiieiiiieiiieeiiee ettt ettt e e et e et e e et eeebaeessseeesnseeensaeeenneeas 8
2.4 ELISUEIO ettt ettt e eeens 9
2.5 MaAteria OTZANICA .....veeeieeeiieiieeiieeteeriteeteettestaeeteesteeesbeeseesseeenseenseesnseenseesssesnseenseennses 13



200 HOTINIESIS oot e e e e e et ————————aaeaeerea————— 13

IIL. MATERIALES Y METODOS ... 17

3.1  Determinacion de las caracteristicas fisicoquimicas del suelo del centro de origen y

AIVEISTTICACTON. ...ttt ettt ettt et ettt e e e saee e 17
3.1.1  Recoleccion de MUESLIAS ........c.eeiuieriieriieiieiie ettt sttt e s Fhe e 17
3.1.3  ANALISIS fISICOS. ..ottt e 18
3.1.4  ANALISIS QUIMICOS .uveerviieiiieiieeieetieeiieeteetteeteeteestteeebeeseessaeenseessesinseeansineesnseeseens 18
3.2 Establecimiento del eXperimento...........cccuveerveeeiiieeniiieeieiee e s eaieeaeeeeeeeaeeeenveeenenes 18
3.3 Calculo del tIPo de ESEIES....cceiuvieiiiieeiieeeiee e o e st et e et e e e e eeeaes 19
3.4 SiStEmMA d@ TIEZ0 .oovvievieeiiieiieiie et et et e et et et e e e e fae e sannee st e ssaeenseenseeenseeseensseenseeseens 21
3.5 Medicion de las variables morfolOgicas ...........cuoiiiioieniieiiieiieeie et 22
3.6 Determinacion de la concentracion de prolinaen hojas de Capsicum annuum L ...... 22
3.7 Extraccion de ARN y sintesis de ADNC......ccccieriiieiiieeiieeciee et 22
3.8 Condiciones y analisis de RT-qPCR .........ccccooiiiiiiiiiiiiceceeee e 23
3.9 ANALISIS €StAAISTICO ....eeiuienii ittt 24
IV. RESULTADOS Y DISCUSIONES.........coooititeeeeee et 25

4.1 Mecanismos de respuesta de déficit hidrico en suelo del centro de origen y convencional

sobre variables morfoldgicas y bioquimicas de Capsicum annuum L. .............cccccuvennen.e. 25

4.2 Efectos del tipo de tratamiento de sequia en variables morfologicas y bioquimicas de

CaPSTCUM ANIUUI L. .ooooiiiiiiieiiie ettt et e e e et e e ettt e e e s ateeeeensaeesennsaeeeas 27

4.3 Efectos de los tratamientos de déficit hidrico en las variables morfoldgicas y bioquimicas

de Capsicum annuum L. en suelos con y Sin MiCrobiota ..........ceecveevuieeieeniienieeieenieeeienn 34



V. CONCLUSIONES ..ottt st 41

indice de figuras
Figura Pagina
Figura 1. Centros de origen de la domesticacion y diversificacion genéticas de plantas

cultivadas (Vavilov, 1927). ...ttt e easies 9

Figura 2. Porcentajes de arcilla, limo y arena en las clases de textura basica (USDA, 1993).

............................................................................................................................................. 11
Figura 3. Curva dosis-respuesta que muestra las caracteristicas de la zona de hormesis.
NOAEL (nivel donde no se observa efecto adverso) (Calabrese, 2012)..........ccccveeeuveennenn. 15
Figura 4. Diagrama de procesamiento de muestras de su€l0.........vcueeeeuveeriieinieencieenieens 17

Figura 5. Los diferentes tratamientos de estrés hidrico-evaluados en el estudio. La figura
muestra los tratamientos de estrés hidrico: déficit gradual de agua (GWD) (a), anegamiento
inicial con déficit gradual de agua (IWGD) (b), déficit repentino de agua con recuperacion
gradual (SWDR) (c), sin déficit agua (NDW) (d). El eje Y representa el porcentaje del
volumen de agua que corresponde a la capacidad del campo; el eje X representa los dias

durante los cuales se aplico el volumen de r1€g0..........cceevvviieriieiiiieeie e 19

Figura 6. Sistema de control del riego utilizado para cada condicion de estrés. El esquema

representa una de las parcelas experimentales. .........cccceecveeerieeeiiieniieeeiee e 21

Figura 7. Resultados de las variables morfologicas de las plantas de chile cultivadas en suelo
del centro de origen y convencional. Comparacion de medias = D.E. mediante la prueba de
Tukey para las variables morfologicas que se evaluaron en suelo del centro de origen y
convencional: altura (A), diametro del tallo (B), nimero de hojas (C), nimero de frutos (D).

En todos 108 €asos, P = 0.05. ..ottt 26
Figura 8. Acumulacion de prolina en hojas de plantas de chile cultivadas en suelo del centro

de origen y convencional. Comparacion de medias y S.E. por la prueba de Tukey. En todos

108 CASOS, P = 0.05. ... ettt et eenbeebeennees 27

Vi



Figura 9. Resultados del rendimiento de la planta de chile cultivado bajo diferentes
regimenes de estrés hidrico. Resultados de la comparacion de medias + D.E. mediante la
prueba de Tukey de las variables morfologicas con la respuesta en ambos tipos de suelo

agregado. En todos 105 €asos, P =0.05. ......cciiriiieiieeeie e 28

Figura 10. Resultados de la acumulacion de prolina y la expresion génica asociada con la
respuesta al estrés en chile cultivado bajo diferentes regimenes de estrés hidrico. Resultados
de la comparacion de medias + D.E. mediante la prueba de Tukey de las variables
bioquimicas fenilalanina amonio-liasa (pal/) (A), peroxidasa (pod) (B), prolina (C) y
superdxido dismutasa (sod) (D) con la respuesta en ambos tipos de suelo agregado. En todos

108 CASOS, P0.05. ..o e et ettt 29

Figura 11. Rendimiento del chile cultivado en suelo convencional bajo los diferentes
regimenes de riego. Resultados de la comparacion de medias + D.E. mediante la prueba de
Tukey de las variables morfoldgicas: altura (A), diametro del tallo (B), nimero de hojas (C)

y numero de frutos (D). En todos 10s casos, p=10.05..........cccceeerieriiieniieerieeieeeee e 30

Figura 12. Acumulacion de prolina y expresion del gen del sod en plantas de chile cultivadas
en suelo convencional bajo los diferentes regimenes de riego. Resultados de la comparacion
de medias £ D.E. mediante la prueba de Tukey de las variables bioquimicas prolina (A) y

superoxido dismutasa (sod) (B). En todos 1os casos, p=0.05. .....ccceveiieeiiienciieeiieeeieee, 31

Figura 13. Rendimiento del Chile cultivado en suelo del centro de origen bajo los diferentes
regimenes de riego. Resultados de la comparacion de medias += D.E. mediante la prueba de
Tukey de las variables morfologicas: didmetro del tallo (A), nimero de hojas (B) y nimero

de frutos (C). En todos 10s casos, P = 0.05. ....c.cooieriieiiiieieeeeee et 32

Figura 14. Respuesta bioquimica de las plantas de chile cultivadas en el suelo del centro de
origen bajo los diferentes regimenes de riego. Resultados de la comparacion de medias = S.E.
por Tukey de las variables bioquimicas fenilalanina amonio-liasa (pal) (A), peroxidasa (pod)

(B), prolina (C) y superoxido dismutasa (sod) (D). En todos los casos p = 0.05. .............. 33

Vi



Indice de Tablas

Tabla Pagina

Tabla 1. Principales sistemas de clasificacion fisico- mecanicas del suelo. (USDA, 1993)

.................................................................................................................... 10

Tabla 2. Tipos de suelo factores de agregacion (Bronick y Lal, 2005)................... ... 12
Tabla 3. Caracteristicas fisicas de los suelos utilizados en el estudio ..........c.ccecveereeniiin, 20
Tabla 4. Caracteristicas quimicas de los suelos utilizados en el estudio.........c.c..cceinnennnn. 20

Tabla 5. Variables morfologicas de las plantas de chile cultivadas en suelo convencional
con y sin microbiota bajo los diferentes regimenes de riego. Resultados de la comparacion
de medias, Mediante la prueba de Tukey. En todos los casos, p-= 0.05. Letras diferentes
representan diferencias estadisticamente significativas. Suelo convencional con microbiota y
déficit gradual de agua (GWD-CON-CM), suelo convencional sin microbiota y déficit
gradual de agua (GWD-CON-SM), suelo convencional con microbiota inicialmente anegado
con déficit gradual de agua (IWGD-CON-CM), suelo convencional sin microbiota
inicialmente anegado con déficit gradual de agua (IWGD-CON-SM), suelo convencional con
microbiota con déficit inicial de agua con recuperacion gradual de agua (SWDR-CON-CM),
suelo convencional sin microbiota con déficit inicial de agua con recuperacion gradual de
agua (SWDR-CON-SM), suelo convencional con microbiota sin déficit de agua (NWD-
CON-CM), suelo convencional sin microbiota sin déficit de agua (NWD-CON-SM)..----34

Tabla 6. Variables bioquimicas de plantas de chile cultivadas en suelo convencional con y
sin microbiota bajo los diferentes regimenes de riego. Resultados de la comparacion de
medias por la prueba de Tukey. En todos los casos, p = 0.05; letras diferentes representan
diferencias estadisticamente significativas. Suelo convencional con microbiota y déficit
gradual de agua (GWD-CON-CM), suelo convencional sin microbiota y déficit gradual de
agua (GWD-CON-SM), suelo convencional con microbiota inicialmente anegado con déficit
gradual de agua (IWGD-CON-CM), suelo convencional sin microbiota inicialmente anegado
con déficit ‘gradual de agua (IWGD-CON-SM), suelo convencional con microbiota con
déficit inicial de agua con recuperacion gradual de agua (SWDR-CON-CM), suelo
convencional sin microbiota con déficit inicial de agua con recuperacion gradual de agua
(SWDR-CON-SM), suelo convencional con microbiota sin déficit de agua (NWD-CON-
CM), suelo convencional sin microbiota sin déficit de agua (NWD-CON-SM). ------------ 35

Tabla 7. Variables morfologicas de las plantas de chile cultivadas en suelo del centro de
origen con y sin microbiota bajo los diferentes regimenes de riego. Resultados de la
comparacion de medias mediante la prueba de Tukey. En todos los casos, p = 0.05. Letras
diferentes representan diferencias estadisticamente significativas. Suelo del centro de origen
con microbiota y déficit gradual de agua (GWD-CO-CM), suelo del centro de origen sin
microbiota y déficit gradual de agua (GWD-CO-SM), suelo del centro de origen con

viii



microbiota inicialmente anegado con déficit gradual de agua (IWGD-CO-CM), suelo del
centro de origen sin microbiota inicialmente anegado con déficit gradual de agua IWGD-
CO-SM), suelo del centro de origen con microbiota con déficit inicial de agua con
recuperacion gradual de agua (SWDR-CO-CM), suelo del centro de origen sin microbiota
con déficit inicial de agua con recuperacion gradual de agua (SWDR-CO-SM), suelo del
centro de origen con microbiota sin déficit de agua (NWD-CO-CM), suelo del centro de
origen sin microbiota sin déficit de agua (NWD-CO-SM). 36

Tabla 8. Variables bioquimicas de las plantas de chile cultivadas en suelo del centro de
origen con y sin microbiota bajo los diferentes regimenes de riego. Resultados de la
comparacion de medias mediante la prueba de Tukey. En todos los casos, p = 0.05. Letras
diferentes representan diferencias estadisticamente significativas. Suelo del centro de origen
con microbiota y déficit gradual de agua (GWD-CO-CM), suelo del centro de origen sin
microbiota y déficit gradual de agua (GWD-CO-SM), suelo del centro de origen con
microbiota inicialmente anegado con déficit gradual de agua (IWGD-CO-CM), suelo del
centro de origen sin microbiota inicialmente anegado con déficit gradual de agua (IWGD-
CO-SM), suelo del centro de origen con microbiota con déficit inicial de agua con
recuperacion gradual de agua (SWDR-CO-CM), suelo del centro de origen sin microbiota
con déficit inicial de agua con recuperacion gradual de agua (SWDR-CO-SM), suelo del
centro de origen con microbiota sin déficit de agua (NWD-CO-CM), suelo del centro de
origen sin microbiota sin déficit de agua (NWD-CO-SM). 37




I. Introduccion

El género Capsicum spp. (chile) incluye de 25 a 30 especies, de las cuales cinco se cultivan:
C. annuum L., C. frutescens L., C. chinense Jaqch, C. baccatum y C. pubescens. Estas cinco
especies han sido domesticadas y actualmente se cultivan (Heiser y Pickersgill, 1969). El
chile (Capsicum spp.) Es uno de los cultivos horticolas mas importantes econOmicamente a
nivel mundial; Se encuentra entre los 50 principales productos alimenticios segin la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO). El
consumo de chile como alimento fresco o condimento ha aumentado en todo el mundo
(Orobiyi et al., 2013). Este aumento también se debe a que se utiliza como aditivo en las
industrias alimentaria y farmacéutica (Gonzalez-Zamora et al., 2013). La importancia
econdémica de este cultivo se debe, en parte, a las propiedades nutracéuticas derivadas a los
metabolitos secundarios. Es una fuente importante de compuestos bioactivos como las
vitaminas A, E y C; compuesto fenolico; flavonoides; y capsaicinoides (Orobiyi et al., 2013).
Estos compuestos, todos metabolitos secundarios, se producen en respuesta a diferentes
fuentes de estrés (Vargas-Hernandez et al., 2017). El estrés por sequia ocurre cuando la
disponibilidad del agua en el suelo disminuye y las condiciones ambientales contribuyen a
su pérdida en el suelo (Hossain et al., 2016). Durante un periodo de sequia, las plantas
aumentan su actividad fisioldgica para enfrentan las condiciones de déficit de agua, lo que
provoca senescencia y retraso en el crecimiento (Gékmen y Ceyhan, 2018). El estrés por
sequia es un estrés multidimensional que generalmente conduce a cambios en los rasgos
fisiologicos, morfologicos, ecoldgicos, bioquimicos y moleculares de las plantas (Anjum et
al., 2017). A nivel fisiologico, un metabolito que se ha asociado de forma recurrente con la
respuesta al estrés por sequia es la prolina. La prolina es un osmolito que se acumula en las
células vegetales para mantener la presion de turgencia celular (Kaul et al., 2017). Otros
mecanismos implican que las enzimas, como la fenilalanina amonio-liasa (PAL, EC 4.3.1.5),
la chalcona sintasa (CHS, EC 2.3.1.74), la peroxidasa (POD, EC 1.11.1.7) y el superdxido
dismutasa (SOD, EC 1.15. 1.1), tienen roles esenciales en la respuesta al estrés por sequia de
las plantas. PAL es responsable de la desaminacion no oxidativa de la L-fenilalanina para la
formacion de acido trans-cinamico en las plantas (Z. Wang et al., 2018). En condiciones de
estrés por sequia, la actividad PAL aumenta (Hu et al., 2019; Ighodaro y Akinloye, 2018).
Es el primer paso en el metabolismo de los fenilpropanoides; es decir, la activacion de PAL
desencadena la produccion de compuestos fendlicos, como flavonoides, antocianinas y
taninos, entre otros (Jaleel et al, 2009; Zandalinas et al., 2018). CHS es una enzima
relacionada con el metabolismo secundario; esta enzima cataliza el primer paso en la via
biosintética de los flavonoides (Ighodaro y Akinloye, 2018). En el tabaco (Nicotiana
tabacum), la sobreexpresion de CHS genera plantas mayor tolerancia a la sequia (Orobiyi et
al., 2013). Por un lado, en el chile, existe una asociacidon entre la expresion génica de la
enzima CHS y la produccion de flavonoides con tolerancia a la sequia y UV-B (Rodriguez-
Calzada et al., 2019). Por otro lado, POD y SOD son parte del sistema de defensa
antioxidante. SOD es responsable de la dismutacion del anion superdxido a Oz y H»Oo.
(Ighodaro y Akinloye, 2018) En el garbanzo, el estrés por sequia induce un aumento en la
actividad de las enzimas peroxidasa y superdxido dismutasa, ademas del contenido de prolina
(Gokmen y Ceyhan, 2015). Actualmente, el uso eficiente del agua en los cultivos es de gran
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importancia. El estudio de diferentes regimenes de riego dara una mejor comprension sobre
el uso del agua en la produccion de cultivos. La mayoria de los estudios previos que
involucran déficit hidrico han considerado respuestas a corto plazo al déficit agudo de agua
en lugar de procesos de aclimatacion a largo plazo a través de déficits hidricos moderados y
en aumento gradual. Por lo tanto, los estudios futuros no solo deben considerar los periodos
de exposicion al déficit hidrico, sino también una disminucién o aumento progresivo en la
disponibilidad de agua para la planta para representar una situacién mas real que enfrentan
las plantas en campos abiertos. Este estudio tuvo como objetivo identificar los diferentes
mecanismos que utilizan las plantas de chile para hacer frente al estrés por sequia al
proporcionar una disminucion y un aumento progresivos de la disponibilidad de aguay la
influencia que tiene las caracteristicas del suelo en la respuesta adaptativa de la planta. Los
diferentes regimenes de riego aplicados fueron déficit gradual de agua (GWD), anegamiento
inicial con déficit gradual de agua (IWGD), déficit repentino de agua con recuperacion
gradual (SWDR) y ningtn déficit de agua (NDW). Estos se aplicaron en dos tipos de suelos
contrastantes (suelo del centro de origen y suelo arcillo) donde se cultiva chile en el centro
de México. Estudiamos los impactos de estas condiciones en'las variables morfologicas, la
acumulacion de prolina y la expresion de los genes de fenilalanina amonio-liasa (pal),
Chalcone sintasa (chs), peroxidasa (pod) y superdxido dismutasa (sod). Estos factores se
utilizaron como indicadores de los posibles mecanismos utilizados por las plantas de chile
bajo diferentes regimenes de riego. Nuestras condiciones de estudio representan una
situacion mas real similar a la que enfrentan las plantas en ambientes agricolas. Los
resultados mostraron una respuesta diferenciada de los mecanismos utilizados por las plantas
de chile que crecieron bajo los diferentes niveles de déficit de agua y tipos de suelo
contrastantes.



1.2 Motivacion

El contenido de muchos de los metabolitos secundarios en los cultivos que se
producen en la agricultura convencional ha disminuido, ya que esta se ha orientado
esencialmente a reducir los factores de estrés para obtener mayores rendimientos (Leyva et
al., 2014). Estudios realizados de los cambios de la composicion de 43 tipos de hortalizas
entre 1950 y 1999 indican que 13 nutrientes han sufrido cambios, disminuyendo hasta en
un 38 % (Donal-Devis, 2004). Otras investigaciones recientes sugieren que el nivel de
tecnificacion enfocado a la reduccion de estrés en las plantas tiene como consecuencia una
disminucion significativa en la calidad nutricional de los frutos disminuyendo la cantidad de
metabolitos secundarios (Leyva et al., 2014). Por su parte en la agricultura orgéanica se tiene
mayor produccion de estos bioactivos, pero los rendimientos suelen ser menores, algunas
estimaciones establecen esas diferencias superiores al 30 % (Seufert, 2012). Por lo anterior,
se requiere generar conocimiento que perfile una agricultura que tenga en cuenta esto y no
nos quedemos ni haciendo agricultura convencional ni haciendo agricultura orgéanica, sino
un nuevo enfoque que aproveche todos los conocimientos cientificos, para asumir el reto de
la agricultura en la actualidad, producir mucho, con buena calidad y con respeto al medio
ambiente. Nuevas investigaciones -indican que los factores clave y los procesos que
conforman el microbioma de la rizosfera afectan los ciclos biogeoquimicos, el crecimiento
de las plantas y su tolerancia al estrés bidtico y abidtico, lo cual es clave para mejorar la
calidad y productividad de las plantas (Philippot, 2013). Asi, en este proyecto se propone
determinar las caracteristicas bioldgicas y fisicoquimicas de la fraccion organica del suelo
del centro de origen del chile (Capsicum annuum L.) y establecer su potencial de hormesis,

entendiéndose por esto la sintesis de metabolitos secundarios.



1.3  Hipotesis
Las caracteristicas fisicoquimicas y biologicas de la fraccion organica del suelo el

centro de origen del chile (Capsicum annuum L.), determinan mayor respuesta hormetica en

esta especie que el que se genera si se cultiva de manera convencional.

1.4 Objetivo General.
Determinar las caracteristicas fisicoquimicas y bioldgicas de la fraccion organica

del suelo del centro de origen del chile (Capsicum annuum L.) y-su efecto en el potencial

hormético del fruto.

1.5. Objetivos particulares:

e Determinar las caracteristicas fisicoquimicas del suelo en el centro de origen del chile.

e Determinar el efecto del suelo del centro de origen en la hormesis del chile (Capsicum

annuum L).



II. REVISION DE LITERATURA.

2.1 Antecedentes

El chile (Capsicum spp.) es uno de los cultivos horticolas de mayor importancia econdémica
en el mundo, se encuentra entre los 50 principales productos alimentarios segun la
organizacion de las naciones unidad para la alimentacion y la agricultura “FAO” (FAOSTAT,
2013). México se destaca por ser el principal consumidor a nivel mundial y ser el centro de
origen y diversificacion (Kraft et al., 2014). El estudio de los origenes de los cultivos ha
implicado tradicionalmente identificacion areas geograficas de alta diversidad morfoldgica,
las poblaciones de muestreo de las especies progenitoras silvestres y la recuperacion
arqueolodgica de macro restos. Recientes investigaciones han afiadido identificacion de micro
muestras vegetales (fitolitos, granos de polen, y almiddon), bioquimica y genética molecular
(Long et al., 1989) y dos nuevos enfoques que consisten en modelos de distribucion de
especies y paleolingtiistica (Kraft ef al., 2014). Actualmente, estudios de paleolingiiistica y
modelos de dispersion a parte de las técnicas ya utilizadas como genética, arqueologia y
botanica, han determinado que el centro de origen del chile se encuentra en puebla en la
region del valle de Tehuacan. Ademas, como centro de diversificacion se establece la region
noroeste del pais entre Tamaulipas y Veracruz (Kraft et al., 2014). Los frutos del chile
ademas de formar parte de la dieta de la poblacion en México, su consumo a nivel mundial
ha ido en incremento como alimento fresco o condimento (Orobiyi et al., 2013) este
incremento también se debe a que es utilizado como aditivo en la industria alimentaria y
farmacéutica (Gonzalez-Zamora et al., 2013). La importancia econdmica de este cultivo se
debe en parte a las propiedades nutracéuticas derivadas de su metabolismo secundario, siendo
fuente importante de compuestos bioactivos como vitamina A, E, C, compuestos fendlicos,
flavonoides y capsaicinoides (Orobiyi et al., 2013). Estos compuestos, todos metabolitos
secundarios, se producen como respuesta a diferentes fuentes de estrés. La hormesis es el
proceso que explica como se producen los metabolitos secundarios en respuesta a la
exposicion a bajas dosis de un agente de estrés ya sea quimico o factor ambiental produciendo

un efecto adaptativo benéfico en la célula o en el organismo (Calabrese, 2013).



En general, la respuesta que se induce en cualquier organismo debido a la hormesis son la
sintesis de proteinas y factores de transcripcion que regulan la expresion génica (Scott, 2014),
estimulando respuestas adaptativas e induciendo la sintesis de metabolitos secundarios
(Szumiel, 2012). La hormesis en la planta como consecuencia de su falta de movilidad ha ido
evolucionando durante millones de afios para soportar las tensiones ambientales, de
fitopatogenos y depredadores (Hooper ef al., 2010). Todos los factores causantes de estrés se
les denomina de manera general Factores Modificadores del Metabolismo o FMM (Torres-
Pacheco et al., 2012). Los FMM pueden clasificarse en bioticos y abiodticos principalmente
y pueden ser reconocidos en toda la planta tanto en la parte aérea como en la raiz, esta tltima
por interaccion con su sustrato. El sustrato principal o suelo que sirve de sostén para las
plantas, lo constituye las rocas en la superficie terrestre, las cuales, con el tiempo, y a través
de un conjunto de procesos de meteorizacion, son desintegradas y alteradas por accion de
diversos agentes de naturaleza fisica, quimica y biologica (Navarro, 2003). La estructura del
suelo es un factor clave en su funcionamiento, en su capacidad de soportar la vida vegetal y
animal. La estructura del suelo se refiere al tamafio, forma y disposicion de los espacios llenos
y vacios, su capacidad para retener y transmitir fluidos y sustancias inorganicas y organicas,
(Murphy, 2014). La materia organica del suelo se deriva de materiales organicos que se
agregan al suelo: restos vegetales, exudados de las raices materiales de origen animal, la
biota del suelo y los productos sintetizados por microorganismos del suelo (Murphy, 2014).
El contenido de total de materia organica que normalmente se encuentra en el suelo es
alrededor del 3-5 % en peso (Navarro, 2003). En cuanto al efecto sobre las propiedades
bioldgicas, favorece losprocesos de mineralizacion, el desarrollo de la cubierta vegetal sirve
de alimento a una multitud de microorganismos que estimulan el crecimiento de la planta
(Julca-Otiniano-et al., 2006) ademas en la defensa frente a diferentes factores de estrés
(Benhamou, 2000; Aliye et al., 2008; Brader et al., 2014). Los diversos microorganismos
presentes en la materia organica, que han coexistido con la planta desde su aparicion, han
resultado en un proceso coevolutivo de los cuales algunos microorganismos han adquirido la
capacidad de sintetizar sustancias bioldgicamente activas similares a los metabolitos
secundarios producidos por la planta hospedera (Wang, 2011). Ademas, la planta en
respuesta a la colonizacion por bacterias endofitas induce diferentes modificaciones en la

pared celular como la deposicion de calosa, pectina, celulosa y compuestos fendlicos que



inducen la formacion de una barrera estructural en el sitio potencial de ataque del
fitopatogeno (Benhamou, 2000) como también cambios morfolégicos asociados con la
resistencia sistémica inducida (ISR) reduciendo los sintomas de la enfermedad a un en
lugares donde el propio endofito estd ausente. (Aliye et al., 2008). Los avances recientes de
la induccidn de la hormesis en las plantas debido a la colonizacion de bacterias indican que
se puede modular la sintesis de los metabolitos secundarios (Brader et al., 2014) lo anterior
producto de la expresion de genes relacionados con la defensa lo que permite el ineremento
de fitoalexinas, fenoles y otros también ofrecen resistencia a la planta de la invasion de

hongos patdgenos, como las PRs (Manoharachary y Kala, 2014).

2.2 El chile

El chile (Capsicum spp.), también conocido como aji, pimiento, chiltoma o morrén, es una
hortaliza cultivada en todo el mundo que se caracteriza por sus frutos pungentes, aunque
existen variedades con frutos dulce (Ortiz et al., 2010). El consumo global de chile se destaca
por su constante incremento anual; se estima que 25 % de la poblacion mundial ingiere
diariamente alguno de sus tipos (Villalon, 2013). Esta tiene su centro de origen y
diversificacién en México en la region centro-este (Kraft e al., 2014). México se destaca por
ser el principal consumidor a nivel mundial y tener la mas alta diversidad genética de del
género Capsicum (Ibarra-Torres, 2015), ademas de contar con variedades silvestres como C.
annuum var. aviculare y C. annuum var. Glabriusculum, representados por numerosos tipos
adaptados a diferentes condiciones agroecoldgicas y ampliamente usados en el pais.
Asimismo, cuenta con otras especies importantes de chile como C. chinense y C. pubescens
(Hernandez et al., 2008). Desde el punto de vista agricola y econdmico, la especie mas

importante es C. annuum (Moreno-Pérez et al., 2011).

2.2.1 Capsicum annum

Meéxico es el segundo mayor productor de frutos de Capsicum sp., el principal consumidor
anivel mundial y el pais con la més alta diversidad genética de del género Capsicum (Ibarra-

Torres, 2015). El pimiento (Capsicum annum) es una especie de chile dulce que carece de
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capsacicina, compuesto que les da picor a las especies pertenecientes al género Capsicum
(Nurul, 2015). Es consumida alrededor del mundo como alimento fresco o condimento
(Orobiyi et al., 2013) y también es utilizado como aditivo en la industria alimentaria
(Gonzalez-Zamora et al., 2013). Los frutos de pimiento son fuente importante de
compuestos derivados del metabolismo secundario como son acido ascorbico (vitamina C),
carotenoides (provitamina A), tocoferoles (Vitamina E), compuestos fenolicos, flavonoides
y capsaicinoides (Orobiyi et al., 2013); asi como calcio (Mateos et al., 2013). La especie
Capsicum annum es la especie mas cultivada de pimientos en el mundo (Misra, 2011).

Las condiciones Optimas de cultivo para alcanzar grandes rendimientos y buena calidad de
frutos son 22 a 23 °C, humedad relativa de 70 a 75%, en suelo un pH= 5.5 a 6.5 (INIFAP,
2013). Los rendimientos que se pueden alcanzar en invernaderos con cubierta plastica con
tecnologia intermedia son 130 t ha-1; al usar tecnologia mediana-alta se alcanzan 180 t ha-

1, y con alta tecnologia se logran hasta 250 t ha-1 (Moreno et al., 2011).

2.3 Centros de origen

Meéxico es un pais de gran biodiversidad y centro de origen y diversificacion genética de 15.4
% de todas las especies que constituyen-el sistema alimentario mundial (Candolle, 2009). Se
entiende por centro de origen al lugar donde ocurri6 la diferenciacién de una especie o
poblacién particular. Mientras que el centro de diversificacion es el lugar donde una especie
o grupo biologico particular presenta una mayor diversidad genética por la accion de
diferentes factores naturales o culturales(Vavilov, 1927). Por otro lado, todas las plantas
incluyendo al chile en estos lugares estan asociadas con una o varias poblaciones de especies
bacterianas (Huang et al., 2007; Provorov et al., 2011). El genetista ruso Kikolai Vavilov

establecid ocho centros de origen, entre los que se encuentra Mesoamérica figura 1.
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Figura 1. Centros de origen de la domesticacion y diversificacion genéticas de plantas

cultivadas (Vavilov, 1927)

El estudio de los origenes de los cultivos ha implicado tradicionalmente identificacion areas
geograficas de alta diversidad morfoldgica, las poblaciones de muestreo de las especies
progenitoras silvestres, y la recuperacion arqueologica de macro restos. Recientes
investigaciones han anadido identificacion de micro muestras vegetales (fitolitos, granos de
polen, y almiddén), bioquimica y genética molecular (Long et al., 1989) y dos nuevos
enfoques que consisten en modelos de distribucion de especies y paleolingiiistica (Kraft et
al., 2014). Actualmente estudios de paleolingiiistica y modelos de dispersion a parte de las
ya utilizadas como genética, arqueologia y botanica. Se ha determinado que el centro de
origen del chile se encuentra en puebla en la region del valle de Tehuacan. Ademas, como
centro de diversificacion se establece la region noroeste del pais entre Tamaulipas y Veracruz

(Kraft et al., 2014).

2.4 El Suelo

El termino suelo, que se deriva del latin so/um (piso), puede definirse como la capa superior
de la tierra que se distingue de la roca solida y en donde las plantas cresen (Navarro, 2003).
La formacién del suelo lo constituye las rocas en la superficie terrestre, las cuales, con el

tiempo, y a través de un conjunto de procesos de motorizacion, son desintegradas y alteradas



por accion de diversos agentes de naturaleza fisica, quimica y bioldgica (Navarro, 2003). La
estructura del suelo es un factor clave en el funcionamiento de suelo, en su capacidad de
soportar la vida vegetal y animal (Bronick y Lal, 2005). Debido a que los centros de origen
se distribuyen alrededor del mundo todos ellos poseen caracteristicas unicas, como las
condiciones climaticas y topograficas (Vavilov, 1987). Debido a esto el suelo tiene diferente
estructura y composicion dependiendo del centro de origen de cada cultivo. La estructura del
suelo se refiere al tamafio, forma y disposicion de los espacios llenos y vacios, su capacidad
para retener y transmitir fluidos y sustancias organicas e inorganicas, (Lal, 1991). El tamafio
de las particulas tiene una gran influencia sobre las propiedades del suelo, particulas gruesas
como piedras, gravas y arenas tienen escasa actividad fisicoquimicas, las de menor tamafio
como limos y arcillas son particulas de mayor actividad (Navarro, 2003). Los diferentes
grupos segun el tamafio de las particulas se denominan fracciones, separatas o separados, las
clasificaciones mas importantes corresponden a las establecidas por el departamento de
agricultura de estados unidos (USDA), la sociedad Internacional de Ciencias del Suelo y la

Unién Europea.

Tabla 1. Principales sistemas de clasificacion fisico- mecanicas del suelo. (USDA, 1993)

Sistema de clasificacion Fracciones
Denominacion Diametros (um)
Departamento de Agricultura EE.UU. Arena muy gruesa 2000 > @ >1000
(USDA) Arena gruesa 1000> @ >500
Arena media 500> @ > 250
Arena fina 250> 9 > 100
Arena muy fina 100> @ > 50
Limo 50>0>2
Arcilla 2>0
Sociedad internacional de la ciencia del Arena gruesa 2000 > @ > 200
suelo Arena fina 200> @ > 20
Limo 20>0>2
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Arcilla 2>0

Sistema Europeo Arena gruesa 2000 > @ > 600
Arena media 600> @ > 200
Arena fina 200> @ > 60
Limo grueso 60> @ >20
Limo medio 20>0>6
Limo fino 6>0>2
Arcilla gruesa 2>0>0.6
Arcilla media 0.6>0>0.2
Arcilla fina 02>0

En base a la textura del suelo, porcentaje de los diferentes tamafios de las particulas de los
suelos, se consideran cuatro grandes grupos fundamentales: liticos, arenosos, francos y
arcillosos (STPS). El departamento de agricultura de los Estados Unidos de Norte América

(USDA) ha establecido un método de identificacion para su correcta diferenciacion figura 2.
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Figura 2. Porcentajes de arcilla, limo y arena en las clases de textura basica (USDA, 1993).
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Una estructura favorable del suelo y una alta estabilidad de agregados son importantes para
la fertilidad del suelo (Bronick y Lal, 2005). Los agregados son particulas secundarias
formadas a través de la combinacion de particulas de minerales con substancias organicas e
inorganicas, su compleja dinamica es el resultado de factores bidticos y abidticos (Kay,
1998). La agregacion es controlada por diferentes mecanismos en diferentes tipos de suelos
tabla 2, la tasa y estabilidad de agregacion aumenta con el carbono organico del suelo y el

area de superficie de arcilla y la capacidad de intercambio cationico (Bronick y Lal, 2005).

Tabla 2. Tipos de suelo factores de agregacion (Bronick y Lal, 2005).

Orden del suelo Factor de agregacion Autores

Alfisoles Materia organica del suelo Dalal y Bridged, 1996
Oades y Waters, 1991

Andisoles Arcilla al6fana, Torn et al., 1997

Arcilla no cristalina
Aridisoles Materia inorgénica del suelo, Boix-Fayos et al., 1998;

Carbonatos y minerales de arcillas Boettingers y Southard, 1995

meteorizadas
Entisoles Materia organica del suelo Dalal y Bridge, 1996
Inceptisoles Arcilla amorfa Dalal y bridge, 1996
Oxisoles APP"y 6xidos de Fe** Oades y Waters, 1991
No cristalino Dalal y Bridges, 1996

Raices de plantas y rizosfera
Materia orgénica hidrofobica
Espodosoles Complejos oragano-metalicos De Conick, 1980

Hidréxidos metalicos

Ultisoles Materia organica del suelo Dalal y Bridge, 1996
Sesquidxidos no cristalinos Zhang y Horn, 2001
Vertisoles Fracciones de tamafio de arcilla Leinweber et al., 1999
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Puentes policationicos, Dalal y Bridge, 1996

Ciclos secos — humedos

Los agregados ademds de proteger fisicamente la materia organica influyen sobre las
comunidades microbianas, la difusion del oxigeno, el flujo del agua determina la absorcion
y desorcion de nutrientes (Wang et al., 2011). Todos estos procesos tienen efecto directo en

la dindmica de la materia organica y el ciclo de nutrientes.

2.5 Materia organica

La materia orgénica del suelo se deriva de materiales organicos que se agregan al suelo:
restos vegetales, exudados de las raices materiales de origen animal, la biota del suelo y los
productos sintetizados por microorganismos del suelo (Murphy, 2014). El contenido de total
de materia organica que normalmente se encuentra.en el suelo es alrededor del 3-5 % en peso
(Navarro, 2003). Para la determinacion de la cantidad de materia organica del suelo se mide
la cantidad de carbono orgénico en el suelo este se convierte por un factor que varia de 1.72
a 2.0 dependiendo de la muestra (Baldock y Skejemstad 1999). En general se han definido
tres tipos de materia organica: fraccion labil, fraccidn humus y fraccion resistente (Six y
Jastrow 2004). En cuanto al efecto sobre las propiedades bioldgicas, favorece los procesos
de mineralizacion, el desarrollo de la cubierta vegetal sirve de alimento a una multitud de
microorganismos que estimulan el crecimiento de la planta (Julca-Otiniano et al., 2006)
ademas en la defensa frente a diferentes factores de estrés (Benhamou, 2000; Aliye et al.,
2008; Brader etal., 2014). La materia organica del suelo permite una liberacion gradual de
nutrientes ala planta permitiendo a las plantas una nutricion mas balanceada con mejora en

el rendimiento (Altieri y Nicholls, 2009).

6.1 Hormesis

Hormesis es un proceso en el cual la exposicion a bajas dosis de un agente quimico o factor
ambiental que dafaria en grandes dosis induce un efecto adaptativo benéfico en la célula o

en el organismo (Calabrese, 2012). Una caracteristica que se observa en este proceso es una
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curva bifasica con efecto estimulatorio a bajas dosis y efectos adversos a altas dosis
(Calabrese, 2014). En casos de funciones fisiolégicas normales en el organismo se observa
una U invertida que representa un incremento, y por el contrario si se denota una disfuncion
se observa una forma de J (Jia et al., 2013) Figura 3. Una funcién que describe este
comportamiento es la propuesta por P. Brain y R. Cousens (Cedergreen, 2005). La hormesis
es un proceso universal que esta presente en todos los organismos vivos (Nunn et al., 2014).
Si este proceso no existiera habria inestabilidad en los sistemas y una disfuncién en las
mitocondrias (Nunn et al., 2014). Se cree que la respuesta a este proceso esta mediada por
diferentes receptores y vias de sefalizacion (Calabrese, 2014). La respuesta hormética en los
organismos involucra la expresion de genes que codifican para proteinas citoprotectoras
como las chaperonas del tipo de las que responden a estrés térmico (heat shock proteins HSP),
las enzimas antioxidantes, los factores de crecimiento, las ‘metalotioneinas, entre otras
(Lopez-Diazguerrero, 2013). En plantas a los factores que provocan estrés como
microorganismos, la aplicacion de sustancias ‘quimicas exogenas como elicitores,
fertilizacion, o bien, a estrés de tipo abidtico que desencadenan las vias de defensa, se les
denomina Factores Mediadores de Metabolitos 0 FMM. (Torres-Pacheco et al., 2012). Esos
factores estdn envueltos en la regulacién genética de metabolitos secundarios y genes
relacionados con defensas (Saini, 2014). Los FMM se dividen en abidticos y biodticos; dentro
de los abidticos se encuentran: sequia, salinidad, temperaturas extremas, metales pesados,
intensidad luminosa, deficiencia nutrimental, radiacion UV-B, ozono, entre otros. Algunos
inductores generales estan presentes de manera constitutiva en el patégeno como
componentes estructurales a estos se les denomina FMM bidticos como por ejemplo
bacterias, hongos, virus, insectos, nematodos, y partes estructurales de los mismos (Saini,
2014). El efecto-de los FMM sobre la respuesta adaptativa de las plantas depende de muchos
factores como la concentracion, el tipo y el tiempo de aplicacion (Saini 2014). Tras el
reconocimiento de un FMM se activan las vias de transduccion de sefales, que desencadenan
la produccion de especies activas de oxigeno (AOS), la biosintesis de fitoalexinas, el refuerzo
de la célula vegetal en la pared asociado con compuestos fenil-propanoides, eposicion de
tejido calloso, la sintesis de las enzimas de defensa, y la acumulacion de proteinas (PR)

(Thakur y Singh, 2013).
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Figura 3. Curva dosis-respuesta que muestra las caracteristicas de la zona de hormesis.

NOAEL (nivel donde no se observa efecto adverso) (Calabrese, 2012)

Debido a la incapacidad que poseen las plantas para desplazarse de un lugar a otro, han tenido
que desarrollar diversos mecanismos de proteccion. Las plantas estdn dotadas de sistema
inmune innato para proteger contra los patdogenos invasores (Swain, 2015). El sistema
inmune innato sirve como un sistema de vigilancia contra el posible ataque de virus,
bacterias, hongos y oomycetos (Vidhyasekaran, 2015). El acido abscisico (ABA), etileno y
acido salicilico (SA) han sido reconocidas como las hormonas principales mediadoras de
estreses bidtico y abidtico (Kumar, 2013). Las plantas pueden activar las vias de defensa
dependiendo en el tipo de patogeno, el acido jasmonico (JA) y etileno respuestas
dependientes parecen ser iniciadas por necrotrofos, mientras que el acido salicilico (SA) por
biotroficos (Thakur y Singh, 2013). El sistema inmune planta se divide a grandes rasgos en
dos la inmunidad inducida por patrones moleculares asociados a microorganismos (MTI) y
la inmunidad activada por efectores (ETI). Las plantas también poseen resistencia sistémica
adquirida (SAR), que proporciona defensa a largo plazo contra un amplio espectro de
patdgenos, es mediada por el acido salicilico y provoca la respuesta de defensa en todo el
sistema de la planta durante la infeccion de patdgenos en un sitio particular (Muthamilarasan
y Prasad, 2013). El primer paso para encender la defensa basal llamada inmunidad

desencadenada por patrones (PTI) es el reconocimiento de patrones moleculares asociados a
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patogenos, microorganismos o dafio (PAMP, MAMP, DAMP) por parte de los receptores
(PRR) (Swain, 2015). El SA es la sefial de la hormona vegetal endégena mas importante en
la entrega del mensaje de PAMP para iniciar la transcripcion de genes de defensa.
(Vidhyasekaran, 2014). Después del reconocimiento se inicia la respuesta de la planta
mediante la expresion de genes relacionados con la defensa lo que permite el incremento de
fitoalexinas, fenoles y otros también ofrecen resistencia a la planta de la invasion de hongos

patdgenos, como las PRs (Manoharachary y Kala, 2014).
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IT1. Materiales y métodos

3.1 Determinacion de las caracteristicas fisicoquimicas del suelo del centro de origen y

diversificacion.
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Figura 4. Diagrama de procesamiento muestras de suelo

3.1.1 Recoleccion de muestras

Se tomaron muestras representativas de suelo convencional en las coordenadas 20 ° 35 '44
"N, 100 ° 49' 37" W. Se recogieron veinte muestras representativas utilizando los métodos
estandarizados para la recoleccion de muestras de suelo. Se tomaron muestras representativas
de suelo del centro de origen del chile en el estado puebla en el municipio de Coxcatlan
(Kraig et al, 2014) en las coordenadas 18 © 19 '47.622''N, 97 © 10' 23.498 'W, veinte muestras
representativas. Las caracteristicas del suelo se muestran a continuacion en la Tabla 3. Para
las muestras de suelo sin microbiota se aplico Metam Sodio (45 % del ingrediente activo N-

Metil Ditiocarbamato de Sodio) en ambos tipos de suelo a una concentracion de 3000 ppm.
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3.1.3 Analisis fisicos

1. Se realiz6 el analisis de tamafio de particulas utilizando la técnica del hidrometro de

Bouyoucos, para determinar el porcentaje de arcilla, limo y arena.

2. Se midio la conductividad eléctrica (CE) con la técnica conductimétrica.

3. Se midio el pH por potenciometro.

3.1.4 Analisis quimicos

1. Se cuantifico el contenido de materia organica, utilizando la técnica volumétrica del

método de Walkley y Black.

2.Se determinoé la capacidad de intercambio Catidnico (CIC), por el método del acetato de

amonio pH 7.

3.2 Establecimiento del experimento.

El material vegetal utilizado para el presente estudio fue Capsicum annuum L. cv. ROMEL
F-1 de la casa de semillas CALORO®, lote: JR01107, pureza: 99%. Fue tratado con Thiram
y tenia una madurez relativa uniforme. las plantas de chiles se manejaron en bolsas de cultivo,
en invernadero. El disefio experimental utilizado fue parcelas divididas: una parcela completa
con dos-niveles de tipo de suelo, suelo del centro de origen y convencional, y en parcela chica
cuatro regimenes de estrés hidrico: déficit gradual de agua (GWD) (Figura 5 A), inicialmente
anegado con déficit gradual de agua (IWGD) (Figura 5 B), déficit repentino de agua con
recuperacion gradual (SWDR) (Figura 5 C) y sin déficit de agua (NDW) (Figura 5 D). La
unidad experimental consistid en tres plantas y tres repeticiones. Se utiliz6 un disefio de

bloques al azar.
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Figura 5. Los diferentes tratamientos de estrés hidrico evaluados en el estudio. La figura
muestra los tratamientos de estrés hidrico: déficit gradual de agua (GWD) (a), anegamiento
inicial con déficit gradual de agua (IWGD) (b), déficit repentino de agua con recuperacion
gradual (SWDR) (¢), sin déficit agua (NDW) (d). El eje Y representa el porcentaje del

volumen de agua que corresponde a la capacidad del campo; el eje X representa los dias

durante los cuales se aplicé el volumen de riego.

3.3 Calculo del tipo de estrés

Para calcular el agua disponible (AD) para la lamina de riego, se utilizé la férmula de
capacidad de campo (CC) para riego en funcion de la textura (arena (AR), arcilla (AC)) y el
contenido de materia organica (MO) segun Silva et al. (1) (Silva et al., 1988). Para el calculo

del punto de marchitamiento permanente (PMP), la formula descrita por Silva et al. (2) (Silva
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et al., 1988) fue utilizado. El agua disponible se calcul6 con la siguiente féormula (3) por cada
diez centimetros de suelo, y la densidad aparente (DAP) se estim6 en g / cm3 usando la tabla
de clase de textura del suelo del Soil Survey Staff (USDA). El suelo fue considerado como
un horizonte Uinico; La ldmina de riego se calcul6 para 30 cm con un volumen de suelo para
las bolsas de cultivo de 0.00340 m3. Las caracteristicas del suelo a partir del cual se calculd
la cantidad de agua utilizada para regar las plantas se muestran en la Tabla 3, y las

caracteristicas quimicas se muestran en la Tabla 4.

CC =21.977 — 0.186(AR) + 2.601(MO) + 0.127(AC)(1)
PMP = —5 + 0.74CC (2)
AD = (CC — PMP) » DAP (3)

Table 3. Caracteristicas fisicas de los suelos utilizados en el estudio.

Caracteristica Centro de origen Convencional

Arcilla 21 55
Arena 59 25
Limo 20 20
Materia organica 8.71 1.81
DAP (g/em®) 1.55 1.4

Table 4. Caracteristicas quimicas de los suelos utilizados en el estudio.

Caracteristica Centro de origen Convensional
Nitrogeno 248 KN/Ha 39 KN/Ha
Fosforo 17.6 mg/kg 1.66 mg/kg

Calcio 6387.02 mg/kg 5091.11 mg/kg

Magnesio 1317.04 mg/kg 1301.47 mg/kg
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Potasio 328.81 mg/kg 990.19 mg/kg

Sodio 9.97 mg/kg 263.78 mg/kg

3.4 Sistema de riego.

Las condiciones de estrés fueron inducidas por goteros Rainbirt® de 4 1/ h, y el sistema de
control de riego de precision fue manejado por un modelo SmartReley Schneider® zelio ®
y un sistema de valvula de solenoide independiente para cada nivel de estrés y tipo de suelo,

como se muestra en la Figura 2.

ESQUEMA DEL SISTEMA DE RIEGO

Fuente de agua
Sistema
Control de riego

dtﬂ' cOn tI'OI - ix’ ‘i r Valvula de solenoide

Filtro de malla

Programa de Control de riego Bomba

Depdsito de agua

Linea principal

Emisor de goteo———

Red de riego

Figura 6. Sistema de control del riego utilizado para cada condicién de estrés. El
esquema representa una de las parcelas experimentales.
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3.5 Medicion de las variables morfolégicas.

La altura de la planta se midi6 al comienzo de la aplicacion de los tratamientos de estrés
hidrico y luego nuevamente al final de cada tratamiento de estrés. Para determinar esta
caracteristica, se us6 una cinta métrica. La cinta se colocé en la base del tallo principal a la
altura del cepellon y se extendio hasta el dpice del crecimiento. El didmetro del tallo se midid
en la base del tallo; Las lecturas se midieron al comienzo de la aplicacion de los tratamientos
y luego nuevamente al final de cada tratamiento de estrés utilizando un calibrador Vernier
digital con una resolucion de 0.01 mm. El numero de frutos y hojas se cuantifico al final de

la aplicacion de los tratamientos.

3.6 Determinacion de la concentracion de prolina en hojas de Capsicum annuum L.

La determinacion de prolina se realizd de acuerdo con el método propuesto por Bates et al.
(Bates et al., 1973) con algunas modificaciones. Primero, las muestras de hojas se molieron
con nitrogeno liquido. Se homogeneizd una cantidad de 0,05 g de material vegetal en 1 ml
de acido sulfosalicilico acuoso al 3%, y se centrifugd a 12000 rpm durante 10 minutos. La
fase acuosa se hizo reaccionar con acido ninhidrina y acido acético glacial en una relacion 1:
1: 1. La reaccién se incubd a 100 °.C durante 1 hora, y luego la reaccion se detuvo en un
bafio de hielo. La mezcla de reaccion se extrajo con tolueno mezclando vigorosamente
durante 15 a 20 segundos. Finalmente, las muestras se leyeron a una absorbancia de 520 nm.
La curva estandar se desarrollé a concentraciones de 50, 40, 30, 20, 10, 5y 0 g/ ml de L-

prolina. Los resultados se informan como pmoles de prolina / g de material de peso fresco.

3.7 Extracciéon de ARN y sintesis de ADNc

Las muestras se molieron con nitrégeno liquido. E1 ARN total se extrajo de las hojas de
pimiento usando el reactivo Trizol, de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
Posteriormente, el kit ZYMO RESEARCH DIRECT ZOL RNA MINIPREP se purifico el
ARN de acuerdo con las especificaciones del fabricante. La concentracion, la pureza y la
calidad se determinaron usando un espectrofotometro Thermo Scientific ™ AquaMate 8000
UV-Vis Thermo Scientific ™ AquaMate 8000 (concentracion, calidad y pureza). La sintesis

de ADNc se realizd con el kit de sintesis de ADNc Thermo Scientific ™ First Strand
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(MAXIMA FIRST STRAND) para RT - qRT-PCR de acuerdo con las instrucciones del

fabricante.

3.8 Condiciones y analisis de RT-qPCR

El andlisis de RT-qPCR se llevo a cabo en placas de 96 pocillos con el sistema de deteccion
de PCR en tiempo real Touch Deep Well ™ CFX96 (Bio-Rad). Los cebadores utilizados en
este estudio fueron los reportados previamente y utilizaron un estudio en Chile por
Rodriguez-Calzada et al. (Rodriguez-Calzada et al., 2019): fenilalanina amonio-liasa (pal;
AF081215): forward 5'-att cgc gct gea act aag a-3 'y reverse 5'-cac cgt gta agg cct tgt tt-3";
chalcona sintasa (chs; FJ705842.1): forward 5'-tcg acc ctc agt caa acg ac-3 'y reverse 5'-tgg
gcc acg gaa agt aac tg -3"; superdxido dismutasa (Mn-sod; AF036936.2): forward 5'-ctc tgc
cat aga cac caa ctt-3 ' y reverse 5'-cca agt tcg gtc ctt taa taa-3"; peroxidasa (pod; F1596178.1):
forward 5'-gca gcea ttc ctc ctc cta ct-3 'y reverse 5'-att tct ttg cet tgt tgt tg-3'; y beta-tubulina
(B-TUB; EF495259.1): forward 5'-gag ggt gag tga gca gtt c-3 ', y reverse 5'-ctt cat cgt cat ctg
ctg tc- 3. Todo esto fue proporcionado por Eurofins, Alemania. A la mezcla de reaccion, 5
ul de iQ SYBR Green Supermix (Bio-Rad), 2 pl de ADNc y los cebadores inversos (Tubulin
0.15 pl, POD 0.15 pl, PAL 0.15 pl, CHS 0.9 pl y Mn-SOD 0.15 pL) y cebadores directos
(Tubulin 0.3 puL, POD 0.15 pL, PAL 0.3 uL, CHS 0.9 pL y Mn-SOD 0.15 pl) se agregaron
para alcanzar una concentracion final de 10 pl. Las condiciones de ciclado para la
amplificacion de Tubulina, PAL y POD fueron 5 min a 94 ° C durante 40 ciclos (1 min a 94
° C seguido de 1 min a 55 ° C). Finalmente, el calentamiento de la curva de fusion del
amplicon se realizé a través de un paso de 31 s a 65 ° C y un aumento de 0,5 ° C a 95 ° C.
En el caso de CHS y Mn-SOD, la temperatura de alineacion cambi6 con una temperatura de
58 © C. Las muestras de cada tratamiento se analizaron por triplicado usando la mezcla
SyberGreen como fluor6foro para cuantificar por RT-qPCR (BIO-RAD® C1000), y los
resultados se evaluaron usando el Método 2 “ACT (Livak & Schmittgen, 2001).
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3.9 Analisis estadistico

Para todos los experimentos, se realizo ANOVA unidireccional, y para comparaciones
medias multiples, se aplico la prueba de Tukey con p = 0.05. El andlisis estadistico y los

graficos se realizaron con el software JIMP® 13.2.1.
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IV RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1 Mecanismos de respuesta de déficit hidrico en suelo del centro de origen y

convencional sobre variables morfologicas y bioquimicas de Capsicum annuum L.

Para evaluar el impacto que el suelo del centro de origen y el suelo convencional (zona centro
de México donde se cultiva chile), sobre el desempeino de C. annuum, se midieron algunas
variables morfologicas de las plantas de chile cultivadas en estos suelos. La altura de la
planta, el didmetro del tallo, el nimero de hojas y el numero de frutos se midieron como
indicadores del rendimiento de la planta. El analisis ANOVA y una comparacion de medias
mediante la prueba de Tukey para las variables morfologicas de chile en los dos tipos de
suelo se muestran en la Figura 7. Hubo diferencias altamente significativas en el estimador
estadistico promedio de altura (20.607 cm), diametro del tallo (5.908 mm), nimero de hojas
(39.859) y nimero de frutos (1.625) de plantas cultivadas en el suelo del centro de origen en
comparacion con el suelo convencional (18.624 cm, 5.279 mm y 25.0 hojas,
respectivamente). Los valores de la comparacion de medias mostraron que los estimadores
de las plantas cultivadas en el suelo del centro de origen fueron estadisticamente mas altos

que los del suelo convencional.
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Figura 7. Resultados de las variables morfologicas de las plantas de chile cultivadas en suelo
del centro de origen y convencional. Comparacion de medias £ D.E. mediante la prueba de
Tukey para las variables morfologicas que se evaluaron en suelo del centro de origen y
convencional: altura (A), diametro del tallo (B), nimero de hojas (C), nimero de frutos (D).

En todos los casos, p = 0.05.

Para determinar si la prolina esta involucrada en algiin mecanismo de defensa de las plantas
en los dos tipos de suelo, se midié su concentracion en las hojas. El estimador estadistico
promedio de la acumulacién de prolina en las hojas de las plantas cultivadas en suelo
convencional fue de 1.082 umol / g de materia fresca en comparacion con 0.573 umol / g de
materia fresca en suelo del centro de origen, mostrando una diferencia significativa (Figura
8). Los resultados sugieren que las plantas cultivadas en el suelo convencional activan la

osmorregulacion como mecanismo de defensa.
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Figura 8. Acumulacion de prolina en hojas de plantas de chile cultivadas en suelo del centro
de origen y convencional. Comparacion de medias y S.E. por la prueba de Tukey. En todos

los casos, p =0.05.

En el caso del andlisis de expresion génica, no hubo diferencias significativas.

4.2 Efectos del tipo de tratamiento de sequia en variables morfologicas y bioquimicas

de Capsicum annuum L.

Se evaluaron los efectos de diferentes regimenes de aplicacion de agua (tratamientos) en
plantas cultivadas en suelo del centro de origen y arcillo (Figura 8). Los tratamientos de estrés
hidrico evaluados se pueden ver en la Figura 5. Tenga en cuenta que las plantas expuestas al
tratamiento GWD estaban mas estresadas que las expuestas a otros tratamientos con un
volumen-de riego del 20% de la capacidad de campo mantenida durante siete dias hasta el
final del periodo evaluado (Figura 5 A). En el caso del tratamiento IWGD, el estrés se inicid
a la capacidad de campo seguido de siete dias al 120%, riego al 80% y, finalmente, una
disminucion del 20% cada ocho dias hasta que el tratamiento se concluy6 al 40% (Figura 5
SI). El tratamiento SWDR comenzd6 con siete dias con riego de capacidad de campo y luego
siete dias de riego al 20% de la capacidad de campo. Luego, cada semana, aumentd hasta
alcanzar la capacidad de campo (Figura 5 C). Con respecto al tratamiento NWD, esto se
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consider6 como un control porque la capacidad de campo se mantuvo durante todo el

experimento (Figura 5 D).

En la Figura 9, se puede ver en todos los casos que los valores estadisticos promedio del
estimador para las variables morfologicas en el tratamiento NWD, correspondientes a la
capacidad de campo, fueron los siguientes: altura de la planta, 21.954 cm (Figura 9 A);
diametro del tallo, 6.23 mm (Figura 9 B); nimero de hojas, 44.064 (Figura 9 C); y nimero
de frutos, 2.516 (Figura 9 D). Estos valores fueron significativamente mas altos que los
medidos en el resto de los tratamientos. Por lo tanto, la influencia del estrés hidrico en el

comportamiento de la planta se puede observar en las caracteristicas morfologicas.
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Figura 9. Resultados del rendimiento de la planta de chile cultivado bajo diferentes

regimenes de estrés hidrico. Resultados de la comparaciéon de medias + D.E. mediante la
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prueba de Tukey de las variables morfologicas con la respuesta en ambos tipos de suelo

agregado. En todos los casos, p = 0.05.

En la Figura 10, para el tratamiento de GWD, se puede ver que los niveles de expresion
relativa de los genes pod (Figura 6 B) y sod (Figura 6 D) fueron significativamente mas altos,
5.529-fold y 2.632-fold, respectivamente, en comparacion con El resto de los tratamientos.
En el tratamiento con IWGD, la expresion de pal (Figura 6 A) fue significativamente mayor
(21.579 -fold) en comparacion con el resto de los tratamientos. Por otro lado, en SWDR, la
concentracion de prolina (Figura 6 C) fue estadisticamente mas alta (1.335a umol/ g) que el
resto de los otros tratamientos. El tratamiento NWD no se destaco en términos de ninguno

de los mecanismos que se pueden inferir de la acumulacion de prolina y la actividad

enzimatica.
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Figura 10. Resultados de la acumulacion de prolina y la expresion génica asociada con la

respuesta al estrés en chile cultivado bajo diferentes regimenes de estrés hidrico. Resultados
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de la comparacion de medias + D.E. mediante la prueba de Tukey de las variables
bioquimicas fenilalanina amonio-liasa (pal) (A), peroxidasa (pod) (B), prolina (C) y
superoxido dismutasa (sod) (D) con la respuesta en ambos tipos de suelo agregado. En todos

los casos, p<0.05.

Para determinar el efecto que tiene el tipo de suelo en el rendimiento de las plantas bajo
diferentes tipos de estrés hidrico (Figura 5), se midio su rendimiento en suelo convencional
(Tabla 3,4). Los estimadores de la media de las variables morfologicas para el tratamiento
NWD fueron significativamente mas altos en la altura (21.573 cm, Figura 11 A), diametro
del tallo (6.212 mm, Figura 11 B), nimero de hojas (36.6, Figura 11 C), y cantidad de frutos
(2, Figura 11 D).
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Figura 11. Rendimiento del chile cultivado en suelo convencional bajo los diferentes

regimenes de riego. Resultados de la comparacion de medias = D.E. mediante la prueba de
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Tukey de las variables morfologicas: altura (A), diametro del tallo (B), nimero de hojas (C)

y numero de frutos (D). En todos los casos, p = 0.05.

En el caso de las variables bioquimicas en los tratamientos IWGD y SWDR, se
observd una acumulacion altamente significativa de prolina (1.55 y 1.65a pumol / g,
respectivamente) (Figura 12 A). En términos de expresion génica, el tratamiento con GWD
mostro la mayor expresion de sod 3.09-fold (Figura 12 B). Las variables de respuesta al estrés
mostraron valores estadisticamente mas bajos en las plantas tratadas con los diferentes tipos
de estrés hidrico y suelo convencional; sin embargo, solo dos indicadores de defensa fueron

estadisticamente significativos: prolina y expresion del gen sod.
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Figura 12. Acumulacion de prolina y expresion del gen del sod en plantas de chile cultivadas
en suelo convencional bajo los diferentes regimenes de riego. Resultados de la comparacion
de medias £ D.E. mediante la prueba de Tukey de las variables bioquimicas prolina (A) y

superoxido dismutasa (sod) (B). En todos los casos, p = 0.05.

La influencia del suelo del centro de origen (Tabla 3,4) en las variables morfoldgicas (Figura
13) y bioquimicas (Figura 14) de las plantas de chile cultivadas se observa un
comportamiento similar a los resultados mostrados en la Figura 9,10. Las variables
morfologicas para el tratamiento NWD fueron significativamente mas altas para el didmetro
del tallo (6.246 mm, Figura 13 A), el nimero de hojas (51.06, Figura 13 B) y el niimero de
frutos (2.93, Figura 13 C).
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Figura 13. Rendimiento del Chile cultivado en suelo del centro de origen bajo los
diferentes regimenes de riego. Resultados de la comparacion de medias + D.E. mediante la
prueba de Tukey de las variables morfologicas: diametro del tallo (A), nimero de hojas (B)

y numero de frutos (C). En todos los casos, p = 0.05.

En el caso de las variables bioquimicas, el tratamiento IWGD mostr6 una expresion génica
altamente significativa de pal (17.88-fold, Figura 14 A) en comparacién con los otros
tratamientos; El tratamiento con GWD mostr6 una expresion génica altamente significativa
de pod (8,73-fold, Figura 13 B) y sod (2,17-fold, Figura 14B). El tratamiento SWDR mostro
una acumulacién altamente significativa de prolina (1.11 umol / g, Figura 14 C). Las

variables de respuesta al estrés mostraron valores estadisticamente significativos en las
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plantas tratadas con diferentes tipos de estrés hidrico en suelo del centro de origen, mostrando

la activacion de cuatro indicadores de respuesta al estrés.
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Figura 14. Respuesta bioquimica de las plantas de chile cultivadas en el suelo del centro de
origen bajo los diferentes regimenes de riego. Resultados de la comparacion de medias + S.E.
por Tukey de las variables bioquimicas fenilalanina amonio-liasa (pal) (A), peroxidasa (pod)

(B), prolina (C) y superdxido dismutasa (sod) (D). En todos los casos p = 0.05.
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4.3 Efectos de los tratamientos de déficit hidrico en las variables morfologicas y

bioquimicas de Capsicum annuum L en suelos con y sin microbiota.

Se determino si las plantas cultivadas bajo el mismo régimen de estrés hidrico, pero en
diferentes tipos de suelo con y sin microbiota se comportan de manera diferente en términos
de la respuesta al estrés utilizada para hacer frente a la sequia (Tabla 5, 6, 7 y 8). Se observé
que en el tratamiento de NWD sin microbiota con el suelo del centro de ‘origen 'y
convencional, los valores de las variables morfologicas asociadas con el rendimiento de la
planta fueron significativamente mayores, siendo en todos los casos el suelo del centro de
origen superior. A su vez, en el tratamiento con SWDR, las plantas cultivadas en suelo del
centro de origen y convencional sin microbiota mostraron una mayor concentracion de
prolina (1.16 y 2.25 umol / g de peso fresco respectivamente) .El._tratamiento IWGD en el
suelo convencional con microbiota se observd diferencias significativas en la expresion del
gen pal y chs (50.4-fold y 2.01-fold respectivamente ) ; mientras que en el suelo del centro
de origen solo se observo diferencias significativas en la expresion del gen pal (23.52-fold)
y en el caso de chs se observo diferencias significativas en el tratamiento SWDR en suelo
con microbiota(2.94-fold). En el tratamiento GWD se observaron diferencias significativas
en la expresion del gen pod'y sod en el suelo del centro de origen con microbiota (14.5-fold
y 2.72-fold respectivamente) mientras que en el suelo convencional las diferencias
significativas se observaron. en el suelo sin microbiota (4.77-fold y 3.42-fold
respectivamente).Por otro lado, las plantas expuestas al tratamiento NWD no mostraron

diferencias significativas en la acumulacion de prolina o la expresion génica.

Tabla 5. Variables morfologicas de las plantas de chile cultivadas en suelo convencional con
y_sin microbiota bajo los diferentes regimenes de riego. Resultados de la comparacion de
medias, Mediante la prueba de Tukey. En todos los casos, p = 0.05. Letras diferentes
representan diferencias estadisticamente significativas. Suelo convencional con microbiota y
déficit gradual de agua (GWD-CON-CM), suelo convencional sin microbiota y déficit
gradual de agua (GWD-CON-SM), suelo convencional con microbiota inicialmente anegado

con déficit gradual de agua (IWGD-CON-CM), suelo convencional sin microbiota
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inicialmente anegado con déficit gradual de agua (IWGD-CON-SM), suelo convencional con
microbiota con déficit inicial de agua con recuperacion gradual de agua (SWDR-CON-CM),
suelo convencional sin microbiota con déficit inicial de agua con recuperacion gradual de
agua (SWDR-CON-SM), suelo convencional con microbiota sin déficit de agua (NWD-
CON-CM), suelo convencional sin microbiota sin déficit de agua (NWD-CON-SM).

Tratamiento Altura (cm) Diégmetro de tallo (mm) Numero de hojas Numero de frutos
GWD-CON-CM 19.0625% 5.11° 16.37"¢ 0.12°
GWD-CON-SM 17.6625° 4.85375°¢ 19.755¢ 0.5°
IWGD-CON-CM 19.075%° 5.14125°¢ 15.255¢ 0.37°
IWGD-CON-SM 17.7429° 4.98571°¢ 42° 0.28°
SWDR-CON-CM 15.7° 4.47125°¢ 11.5¢ o°
SWDR-CON-SM 16.8625° 5.32625 25.5P o°
NWD-CON-CM 19.6571% 6.19% 26.57° 1.71°
NWD-CON-SM 23.25° 6.2325° 45.37° 2.378

Tabla 6. Variables bioquimicas de plantas de chile cultivadas en suelo convencional con y
sin microbiota bajo los diferentes regimenes de riego. Resultados de la comparacion de
medias por la prueba de Tukey. En todos los casos, p = 0.05; letras diferentes representan
diferencias estadisticamente significativas. Suelo convencional con microbiota y déficit
gradual de agua (GWD-CON-CM), suelo convencional sin microbiota y déficit gradual de
agua (GWD-CON-SM), suelo convencional con microbiota inicialmente anegado con déficit
gradual de'agua (IWGD-CON-CM), suelo convencional sin microbiota inicialmente anegado
con déficit gradual de agua (IWGD-CON-SM), suelo convencional con microbiota con
déficit “inicial de agua con recuperacion gradual de agua (SWDR-CON-CM), suelo
convencional sin microbiota con déficit inicial de agua con recuperacion gradual de agua
(SWDR-CON-SM), suelo convencional con microbiota sin déficit de agua (NWD-CON-
CM), suelo convencional sin microbiota sin déficit de agua (NWD-CON-SM).
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Tratamiento Proline (umol/g) pal chs pod sod

GWD-CON-CM 0.78° 4.63° 1.07%¢ 0.68 2.60°°
GWD-CON-SM 0.82° 6.77° 1.27% 4.77° 3.42°
IWGD-CON-CM 1.19% 50.40° 2.01° 3.63° 1.51%
IWGD-CON-SM 2.35° 1.99° 0.3 0.49¢ 0.11¢
SWDR-CON-CM 0.85° 2.23° 0.67" 1.04¢ 0.83
SWDR-CON-SM 2.25° 5.14° 0.93" 0.71¢ 1.46°
NWD-CON-CM 0.38° 3.62° 0.46" 0.05¢ 0.25¢
NWD-CON-SM 1.03% 7.70° 1.38%° 0.14¢ 0.95«

Tabla 7. Variables morfologicas de las plantas de chile cultivadas en suelo del centro de
origen con y sin microbiota bajo los diferentes regimenes de riego. Resultados de la
comparacion de medias mediante la prueba de Tukey. En todos los casos, p = 0.05. Letras
diferentes representan diferencias estadisticamente significativas. Suelo del centro de origen
con microbiota y déficit gradual de agua (GWD-CO-CM), suelo del centro de origen sin
microbiota y déficit gradual de agua (GWD-CO-SM), suelo del centro de origen con
microbiota inicialmente anegado con déficit gradual de agua (IWGD-CO-CM), suelo del
centro de origen sin microbiota inicialmente anegado con déficit gradual de agua (IWGD-
CO-SM), suelo del centro de origen con microbiota con déficit inicial de agua con
recuperacion gradual de agua (SWDR-CO-CM), suelo del centro de origen sin microbiota
con déficit inicial de agua con recuperacion gradual de agua (SWDR-CO-SM), suelo del
centro de origen con microbiota sin déficit de agua (NWD-CO-CM), suelo del centro de

origen sin microbiota sin déficit de agua (NWD-CO-SM).

Tratamiento Altura (cm) Diametro de tallo (mm) Numero de hojas Numero de frutos
GWD-CO-CM 19.18% 5.42° 31° 0.5¢
GWD-CO-SM 21.55% 5.83% 37.87° 2.5%
IWGD-CO-CM 20.63% 5.70%° 31.75° 1.75%¢
IWGD-CO-SM 20.28% 6.17°° 44.12° 1.12P¢
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SWDR-CO-CM 17.2° 5.75% 30.5° 0.37¢

SWDR-CO-SM 21.37% 5.87% 41.5° 0.87"
NWD-CO-CM 21.25% 6.05% 38.37° 2.37%
NWD-CO-SM 23.37° 6.44° 63.75° 3.5°

Tabla 8. Variables bioquimicas de las plantas de chile cultivadas en suelo del centro de
origen con y sin microbiota bajo los diferentes regimenes de riego. Resultados de la
comparacion de medias mediante la prueba de Tukey. En todos los casos, p =0.05. Letras
diferentes representan diferencias estadisticamente significativas. Suelo del centro de origen
con microbiota y déficit gradual de agua (GWD-CO-CM), suelo del centro de origen sin
microbiota y déficit gradual de agua (GWD-CO-SM), suelo del centro de origen con
microbiota inicialmente anegado con déficit gradual de agua (IWGD-CO-CM), suelo del
centro de origen sin microbiota inicialmente anegado con déficit gradual de agua (IWGD-
CO-SM), suelo del centro de origen con microbiota con déficit inicial de agua con
recuperacion gradual de agua (SWDR-CO-CM), suelo del centro de origen sin microbiota
con déficit inicial de agua con recuperacion gradual de agua (SWDR-CO-SM), suelo del
centro de origen con microbiota sin déficit de agua (NWD-CO-CM), suelo del centro de

origen sin microbiota sin déficit de agua (NWD-CO-SM).

Tratamiento Proline (wmol/g) Pal chs pod sod

GWD-CO-CM 0.30°¢ 1.98° 1.68° 14.50° 2.72°
GWD-CO-SM 0.25°¢ 0.77° 1.06°° 0.07° 0.78°
IWGD-CO-CM 0.58%¢ 23.52° 1.73° 1.17° 0.41°
IWGD-CO-SM 0.75%¢ 9.41° 0.98b¢ 1.13° 0.58°
SWDR-CO-CM 1.06%° 4.53° 2.94° 1.00° 0.92°
SWDR-CO-SM 1.167 2.23b 0.67°¢ 1.29° 0.71°
NWD-CO-CM 0.13¢ 3.19° 0.49¢ 0.17° 0.35°
NWD-CO-SM 0.05°¢ 1.01° 1.00°° 1.00° 1.01°
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Los resultados de las cuatro variables morfologicas (altura, didmetro del tallo, nimero de
hojas y niimero de frutos) evaluados como indicadores para estimar la respuesta al estrés en
el chile cultivado bajo diferentes regimenes de riego que representan diferentes condiciones
de sequia mostraron valores significativamente mas altos para las plantas cultivadas en el
suelo del centro de origen en comparacion con el suelo convencional. Mas especificamente,
nuestros resultados destacan la importancia del tipo de suelo como componente del medio
ambiente en la agricultura. Con respecto a las cuatro variables, influyen en el potencial de
supervivencia de las plantas de chile expuestas al déficit hidrico. Los resultados son
consistentes con informes anteriores sobre el papel del suelo en la expresion fenotipica y, en
este caso, en la respuesta de las plantas al estrés por sequia (De Beenhouwer et al., 2015). La
prolina es un osmolito que desempefia un papel en el mecanismo de osmoregulacion durante
la respuesta de las plantas al estrés por sequia (Ashraf y Foolad, 2007). Se ha informado que
se produce acumulacion de prolina en plantas de chile expuestas a una amplia gama de
factores estresantes ambientales, incluida la sequiay la salinidad (Fiasconaro et al., 2019).
En este contexto, los resultados observados en la Figura 7 sugieren que la acumulacion
significativamente mayor de prolina en plantas cultivadas en suelo convencional se debio al
mayor contenido de sodio del suelo (Tabla 4), lo que condujo al uso frecuente de la
osmorregulacion como mecanismo para lidiar con el estrés. Por lo tanto, se requirié un mayor
esfuerzo de las plantas, dando a las plantas cultivadas en el suelo convencional una
desventaja. De acuerdo con Kahlaoui et al. (Kahlaoui ef al., 2018), esto puede explicar la
diferencia en el potencial de supervivencia observado. Como se sefiald anteriormente, no se
detectaron diferencias significativas con respecto a la actividad enzimatica promedio de pal,
pod, chs 'y sod cuando se compararon los datos obtenidos de plantas cultivadas en suelo del
centro de origen 'y convencional. Esta situacion sugiere que, en ambos tipos de suelos, las
condiciones requeridas para el crecimiento de las plantas de chile estan disponibles, lo que

permite que los genes se expresen de manera similar.

Los resultados que se muestran en las Figuras 9 y 10 indican que, en cada tratamiento, que
representa diferentes tipos de condiciones de sequia, los mecanismos utilizados por la planta
para hacer frente al estrés difieren. Cabe sefialar que, aunque los estimadores de las medias

de las variables morfologicas (la altura de la planta, el didmetro del tallo, el nimero de hojas
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y el nimero de frutos) fueron estadisticamente iguales en los tratamientos de GWD, IWGD
y SWDR (Figura 9), los datos sugieren que cada uno utiliza un mecanismo diferente para
hacer frente al estrés por sequia. Como se muestra en la Figura 10, en el tratamiento con
GWD, hubo una actividad de expresion génica significativamente mayor en pody el sod, lo
que sugiere que las plantas probablemente usaron una mayor actividad antioxidante de tipo
enzimatico (Laxa et al., 2019). Para hacer frente al estrés a largo plazo, las plantas han
evolucionado para contrarrestar los efectos de las especies reactivas de oxigeno (ROS) con
antioxidantes y enzimas antioxidantes que mantienen el equilibrio de ROS dentro de la célula
(Das & Roychoudhury, 2014). Las vainas de enzimas antioxidantes y el sod juegan papeles
clave en la desintoxicacion de ROS celulares (S. Wang et al., 2019). La evidencia reciente
indica que las especies reactivas de oxigeno (ROS) y las especies reactivas de nitrégeno
(RNS) se encuentran entre los principales transductores-de sefiales intracelulares que
sostienen la autofagia (Filomeni et al., 2014). Nuestros resultados refuerzan la nocion de
autofagia como un mecanismo probable de la respuesta al estrés por sequia (Avin-
Wittenberg, 2019). Las plantas cultivadas bajo estrés IWGD diferian de las cultivadas bajo
los otros tratamientos porque se indujo una mayor expresion del gen pal (Figura 10 A). Por
lo tanto, de manera analoga a los informes en tomate, nuestros resultados sugieren que las
plantas de chile probablemente usan un mecanismo que involucra diferencialmente la sintesis
de fenoles y capsaicinoides (Ximénez-Embun et al., 2018). Es preciso sefialar que en el
tratamiento de IWGD, la disponibilidad de agua disminuy6 con el tiempo, a diferencia del
tratamiento SWDR, que comenz6 con una baja cantidad de agua que posteriormente se
incrementd. Sin embargo, las plantas cultivadas bajo estos dos tratamientos mostraron
mayores cantidades de prolina, lo que indica su acumulacién el dia de la cosecha; en
consecuencia, s¢ obtuvo el mismo resultado a pesar de la fase de recuperacion o
deshidratacion de la planta. Las plantas que crecieron en este régimen de sequia se destacan
ligeramente por su acumulacioén de prolina (Figura 10 D). La prolina es una molécula que
tiene varias funciones en la planta relacionadas con la tolerancia al estrés bidtico y abidtico.
En condiciones de sequia, la prolina ayuda a la planta a resistir la deshidratacion a través de
su funcién como osmolito (Fiasconaro et al., 2019). Por lo tanto, nuestros datos sugieren que
las plantas cultivadas bajo las condiciones del tratamiento SWDR tenian una mayor tendencia

a utilizar la osmorregulacion para tratar este tipo de estrés. El tratamiento NDW, que se
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mantuvo a capacidad de campo (Figura 5 D), siempre fue significativamente diferente de los
otros tratamientos en términos de las cuatro variables morfoldgicas que se evaluaron como
indicadores para estimar la respuesta al estrés, y entre estos, los comportamientos fueron
estadisticamente lo mismo (Figura 9). Sin embargo, los resultados observados en los
tratamientos con diferentes tipos de estrés por sequia aplicados mostraron diferencias
significativas en la concentracion de prolina y la expresion génica de pal, pod, chs y sod
(Figura 10). Esto sugiere el uso diferenciado de los mecanismos utilizados para hacer frente
a la sequia de los dos tipos de suelo. Los resultados de los estimadores de las variables
morfologicas en suelo convencional (Figura 11) y suelo del centro de origen (Figura 13)
fueron similares a los mostrados en la Figura 9. Por otro lado, en suelo del centro de origen,
se observaron diferencias significativas en la acumulacion de prolina y la expresion génica
de pod, sod, pal y chs en cada tipo de estrés hidrico (Figura:14). Por el contrario, en las
plantas cultivadas en suelo convencional (Figura 12), solo hubo una diferencia significativa
en el uso de mecanismos diferenciados en dos tratamientos: la expresion del gen sod y el uso

de prolina para la activacion de la osmorregulacion.

Finalmente, en términos de los resultados de las variables bioquimicas de las plantas de chile
cultivadas en los diferentes tipos de suelo y tratamientos, en el tratamiento SWDR, se observo
una mayor la concentracion de prolina en los suelos sin microbiota, probablemente debido
a que una de las funciones de la materia organica y la microbiota es reducir la porosidad de
los suelos, como consecuencias de la actividad de los microorganismos, permitiendo un
equilibrio i6nico en el suelo, favoreciendo la interaccion de la estructura fisica del suelo con
las cargas i6nicas del agua, teniendo como resultado mayor disponibilidad de agua para la
planta (Navarro, 2003). Por otro lado, se observo de manera general en el suelo del centro de
con microbiota una mayor expresion relativa de los genes. Los resultados sugieren que las
caracteristicas del suelo no solo influyen en el tipo de mecanismo que usa la planta, sino

también en la intensidad con la que se usa.
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V. CONCLUSION

Las plantas de chile reaccionan de manera diferencial al estrés por sequia, dependiendo de la
forma en que la planta experimente déficit hidrico. Esta respuesta diferencial involucra varios
mecanismos entre los cuales se encuentran la regulacion osmotica, el uso del metabolismo
secundario y la regulacion redox. Ademads, en nuestras condiciones experimentales, los
resultados también sugieren que el mecanismo utilizado por el cultivar de chile cuando se
enfrenta a un fuerte estrés hidrico es la regulacion oxidativa a través de la activacion de la
expresion del gen del sod y, por lo tanto, la enzima superdxido dismutasa (sod) juega un

papel importante.
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