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Resumen

El efecto del sonido en las plantas es un campo que va adquiriendo mayor fuerza
con el paso del tiempo al tener cada vez mas un mayor numero de investigaciones
relacionadas al tema. El sonido actia como un elicitor fisico sobre la planta y
dependiendo del tiempo y de la potencia (dB) con la que se aplique se obtendran
diversos resultados, desde tolerancia a estrés hidrico, aumento de rendimiento,
expresion de ciertos genes, aumento de azucares totales, entre otros efectos
reportados. Esta investigacién demuestra que el chile jalapefio, expuesto al sonido
de agua corriendo por 20 minutos a 80 dB por 7 dias en horarios al azar ayuda a
mitigar los dafios causados por la falta de agua reflejado en la expresion de la
Enzima Superoxido dismutasa (SOD), Peroxidasa (POD) y Prolina asi mismo en su
rendimiento el grupo control solo obtuvo un 10.79% mas de rendimiento que el
grupo con tratamiento acustico sin riego, con un total de cuatro grupos 1)Sonido de
Agua con Riego, 2)Sonido de Agua sin riego 3)Ruido Blanco 4)Control. Por otro lado
se usaron 5 grupos diferentes para observar el aumento de carbohidratos totales
con el sonido del abejorro 1.Sonido de Vuelo, 2.Sonido de Vuelo y polinizacion,
3.Sonido Polinizacion, 4.Ruido Blanco y 5. El uso del sonido de Vuelo y Polinizacién
fue el que logré un mayor aumento en el contenido de carbohidratos totales en
comparacion con los demas grupos. Con esta investigacion se deja un respaldo

cientifico para convertir el uso del sonido como un elicitor factible para uso agricola.

Palabras clave: sonido, abejorro, agua, POD, SOD, Prolina



Abstract

The effect of sound on plants is a field that is gaining more strength with the passage
of time as more and more research is being done on the subject. Sound acts as a
physical elicitor on the plant and depending on the time and power (dB) with which
it is applied, different results will be obtained, from tolerance to water stress, yield
increase, expression of certain genes, increase of total sugars, among other
reported effects. This research shows that the jalapefio bell pepper, exposed to the
sound of water running for 20 minutes at 80 dB for 7 days at random times helps to
mitigate the damage caused by the lack of water reflected in the expression of the
enzyme Superoxide dismutase (SOD), Peroxidase (POD) and Proline as well as in
its yield the control group only obtained a 10. 79% more yield than the group with
acoustic treatment without irrigation, with a total of four groups 1)Water Sound with
Irrigation, 2)Water Sound without irrigation 3)White Noise 4)Control. On the other
hand, 5 different groups were used to observe the increase of total carbohydrates
with the sound of the bumblebee 1.Flight Sound, 2.Flight and Pollination Sound,
3.Pollination Sound, 4.White Noise and 5. The use of the Flight and Pollination
Sound was the one that achieved the greatest increase in total carbohydrate content
compared to the other groups. With this research a scientific support is left to convert

the use of sound as a feasible elicitor for agricultural use.

Key words: sound, bumblebee, water, SOD, POD, Proline.
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Introduccioén

La agricultura consume el 70% de las extracciones de agua dulce procedente de
rios, lagos y acuiferos (Banco Mundial, 2017) y. Se calcula que, en 2050, la poblacion
del planeta sera de 10 000 millones de personas. Para alimentarlos a todos habra
que ir mas alla de producir mas con menos. La calidad y la diversidad seran
la piedra angular que permitira vincular la productividad y la sostenibilidad, y atajar las
necesidades de la poblacién (FAO, 2018). Sin embargo, no se han logrado resolver
todos los problemas aliados al uso del agua para lograr reducir el consumo de agua

en la agricultura sin afectar significativamente el rendimiento.

La productividad de Capsicum annum es altamente erratica y limitada debido a las
temperaturas extremas e inadecuada disponibilidad de agua, reduciendo la
productividad del cultivo, generando pérdidas entre el 30 y 70%, durante periodos
criticos de crecimiento (Rao et al., 2016 )(Gunawardena & De Silva, 2015). Los
requerimientos de agua para una buena produccion de Capsicum annuum L. esta

entre 600 y 1250 mm anuales (Pendolema Jaramillo, 2017).

Se debe reducir significativamente el consumo de agua y para ello serd util explorar
las oportunidades que ofrece el uso de elicitores, incluyendo el uso del sonido. En
ese sentido, un area alternativa de estudio a nivel mundial, para favorecer la
optimizacién de la productividad y reducir el dafio por la falta de agua, puede ser
abordado desde el campo de la acustica y la composicién sonoro musical, tomando
elementos naturales del entorno propio de la planta y de esta manera tener una

alternativa mas para el fortalecimiento de la agricultura y la seguridad alimentaria.
Estudios como el de (Gagliano et al., 2017; Jeong et al., 2014; Veits et al., 2019),

entre otros, han informado sobre el desarrollo de respuestas en plantas tratadas

con acusticos utilizando diversas frecuencias. Esto sugiere fuertemente la

10
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existencia de sofisticados mecanismos moleculares para la percepcion de

vibraciones sonoras y la transduccion de sefiales (Ghosh, y otros, 2016).

Por lo ya mencionado, es preciso empezar a trabajar en técnicas alternativas de
cultivo para disminuir el impacto que la sequia generara, en este caso nos
enfocaremos al cultivo de chile, aportando una técnica no invasiva para el

fortalecimiento del Capsicum annuum L. en contra de la sequia.

Debido a que los abejorros son polinizadores mas optimos que las abejas (Cresso,
2012) y los sonidos de agua corriendo tienen efecto en el crecimiento de la planta
(Gagliano et al., 2017) se percibe una oportunidad para determinar si su sonido
puede tener también un efecto en el cultivo del chile para mejorar su respuesta al

estrés ocasionado por sequia y aumentar su produccion.

La incognita cientifica consiste en determinar si el sonido del abejorro y de agua
corriendo tienen impacto en la expresién de algunos genes que enciendan los
mecanismos de defensa involucrados en la respuesta al estrés por sequia en el
cultivo de chile jalapefio en cuanto a sus variables de interés y a la produccion de

azucares totales en néctar floral.

Con un total de 63 plantas de chile jalapefio, aplicando 9 tratamientos, 7 plantas por
tratamiento. Estos tratamientos que son patrones acusticos se aplican a 80 dB a las

plantas por un tiempo de 20 minutos al dia durante 7 dias en horarios aleatorios.
Problema

El uso de elicitores y/o eustresores para mejorar la productividad agricola y la
resistencia a la sequia se ha visto influenciada por el uso excesivo de quimicos y
plantas alteradas genéticamente, por lo tanto, el introducir el sonido, como un elicitor
fisico, se convierte en el problema central de esta investigacion, debido a la falta de

informacion del uso del sonido como elicitor en la produccién agricola, por lo

11
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anterior, surge la necesidad de crear la informacion necesaria para comprobar
cientificamente el efecto que tiene el sonido relacionado con los abejorros

polinizadores y agua corriendo sobre el chile jalapefio.

Justificacion

C. annuum L. 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 por su pungencia y sabor, ademéas de ser usado en diversas industrias
como la de alimentos y la farmacéutica debido a su composicion quimica
(Shivashankara, Madhavi , Geetha, & Pavithra, 2016). No obstante este cultivo es
sensible a condiciones ambientales estresantes como la sequia (Shivashankara,
Madhavi , Geetha, & Pavithra, 2016).

El chile Jalapefio es uno de los principales tipos de chile que se siembran en México
debido a la infinidad de usos que tiene su fruto. La superficie anual que se establece
en nuestro pais es de aproximadamente 30 mil hectareas, distribuidas
practicamente en todos los estados (Granado Pérez, Juarez Ramirez, & Velazquez,
2020).

Se estima que para 2024 exista un incremento de produccién de 3.68 millones de
toneladas y para el 2030 incremente un 4.49 millones de toneladas. Asi mismo en
las exportaciones se estima un incremento de 1.49 millones de toneladas para el
2024 y 2.11 millones de toneladas para el 2030. El valor econémico de estas
exportaciones es de 1,487.46 millones de dolares (a precios del 2016) para 2024 y
2,109.98 millones de délares (a precios del 2016) (SAGARPA, 2017).

El estrés de tipo abidtico que tiene una mayor incidencia sobre el rendimiento del

cultivo de chile, es la sequia, que, de presentarse durante el crecimiento de la

12
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planta, puede generar pérdidas de rendimiento desde el 30 hasta el 70 %
(Shivashankara, Madhavi , Geetha, & Pavithra, 2016).

Diversos trabajos han demostrado el efecto positivo que tienen los sonidos. No
obstante, se sabe que las ondas de sonido pueden tener un efecto positivo o
negativo en las plantas (Chowdhury et al., 2014). Se reporta que el sonido puede
incidir positivamente a la resistencia a la sequia con sonidos de abejas en flores
(Veits et al., 2019), Pisum sativum (Gagliano et al., 2017) , en cebollas , también
diversas investigaciones reportan el efecto de los sonidos en las plantas como
arabidopsis (Ghosh et al., 2016). Otros estudios han trabajado con sonidos de agua,
donde los gradientes acusticos permiten que las raices detecten ampliamente una
fuente de agua a distancia (Gagliano et al., 2017). Se demostré que las raices
jovenes de Pisum sativum tienden a crecer hacia la direccién de donde provienen

sonidos de agua corriendo (Khait et al., 2019).

Por lo ya mencionado, es preciso empezar a trabajar en técnicas alternativas de
cultivo para disminuir el impacto que la sequia generara en el cultivo de chile,
aportando una técnica no invasiva para el fortalecimiento del Capsicum annuum L.

en contra de la sequia.

Debido a que los abejorros son mejores polinizadores que las abejas y los sonidos
de agua corriendo tienen efecto en el crecimiento de la planta, se percibe una
oportunidad para determinar si su sonido puede tener también un efecto en el cultivo
del chile para mejorar su respuesta al estrés ocasionado por sequia y en la

produccion de azlcares totales.

13
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Il. Antecedentes

Los sonidos son ondas mecénicas de presidn que se propagan a través de un
medio de transmision como el aire. La vibracion sonora se considera una fuerza
mecanica que modula el crecimiento y desarrollo de las plantas como otros
estimulos mecénicos, por ejemplo, viento, lluvia, tacto y vibracion (Ghosh, y otros,
2016). Varios estudios han informado respuestas de desarrollo en plantas
adaptadas con un tratamiento acustico utilizando diversas frecuencias. Esto sugiere
fuertemente la existencia de sofisticados mecanismos moleculares para la
percepcion de vibraciones sonoras y la transduccién de sefiales (Ghosh et al.,
2016).

Hoy en dia ha surgido el uso de vibraciones acusticas para generar un estrés
abidtico controlado en las plantas, este tipo de elicitores mejora las condiciones de
crecimiento, metabolismo energético, expresion génica relacionada con el estrés,
incrementa metabolitos secundarios y resistencia a enfermedades (Fernandez-
Jaramillo et al., 2018).

Dado que el agua es esencial para la vida, los organismos han desarrollado una
amplia gama de estrategias para hacer frente a la limitante de agua. Se descubrié
que las raices pueden localizar una fuente de agua al detectar vibraciones
generadas por el agua que se movia dentro de una tuberia, incluso en ausencia de
humedad, lo que sugiere que los gradientes acusticos permiten que las raices
detecten ampliamente una fuente de agua a distancia. Todos los tratamientos de
sonido de agua corriendo grabados se reprodujeron en bucles continuos durante la
noche y el dia, utilizando reproductores MP3 portatiles y pequefias bocinas de
vibracion conectadas directamente a una maceta de plastico negro en la base del

laberinto en el lado seleccionado al azar, a 105dB (Gagliano et al., 2017).

Una de las fuentes mas relevantes de energia acustica en el entorno inmediato de

una planta es la rica comunidad de artropodos asociados a ella, incluidos los

14
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herbivoros depredadores y parasitoides (Cocroft & Rodriguez, 2005), debido a esto
se han realizado investigaciones como en la que se demostré que las flores de
Oenothera drummondii expuestas al sonido de vibracion de una abeja voladora o a
sefales de sonido sintético a frecuencias similares, producen un néctar mas dulce
en 3 minutos de exposicion al sonido, lo que aumenta las posibilidades de
polinizacion cruzada. Se descubrié que las flores vibraban mecanicamente en
respuesta a estos sonidos, lo que sugiere un mecanismo plausible en el que la flor
sirve como O6rgano sensorial auditivo, en este experimento, las plantas se
expusieron a grabaciones de polinizadores, sonidos sintéticos en frecuencias de
polinizadores y frecuencias mas altas. El estimulo de “baja” frecuencia consistio en
una sefial de sonido de frecuencia modulada de 10s que se extendio desde 50 a los
1000 Hz, cubriendo el rango de frecuencia del aleteo de los polinizadores naturales.
El estimulo de frecuencia “intermedio” consisti6 en una sehal de sonido de
frecuencia modulada de 10s con un barrido de 34 a 35 kHz. El estimulo de “alta”
frecuencia consistido en un barrido de sefial de sonido de frecuencia modulada de
10s de 158 a 160 kHz, una frecuencia que esta fuera del rango del batido de las
alas de los polinizadores. El estimulo “Abeja” se registré colocando un micréfono
calibrado y registrando una abeja melifera individual (Apis mellifera) desde una
distancia de 10cm. El tratamiento de control “silencio” consisti6 en no reproducir
sonido. Las reproducciones acusticas se realizaron utilizando un altavoz Vifa,

convertidos a una frecuencia de muestreo de 500 kHz (Veits et al., 2019).

Se reporta que el sonido puede incidir positivamente en la resistencia a la sequia
en arroz (Jeong et al., 2014), también diversas investigaciones reportan diferentes

efecto del sonido sobre las plantas como:

Autor y Afio ESPECIE EFECTO

Jeong et al, 2014 Arroz Sequia

Ghosh et al., 2016 Arabidopsis Cambios
transcriptomicos,

15
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protedmicos y

hormonales

Xiaocheng et al., 2003

Actinidia chinensis callus

e Metabolismo
energético de las
células vegetales

e Contenido de ATP

Newton Pe, 1971 Frijol e Altura
e Tasa de crecimiento
e Porcentaje de
germinacién
Bochu et al., 1998D. | Zanahoria Crecimiento de células
Sharma et al., 2015
Bochu et al., 2003 Arroz e indice de germinacion

e Altura del tallo

e Tasa de aumento
relativo  del peso
fresco

e Capacidad de

enraizamiento
e Actividad del sistema
radicular
Penetrabilidad de Ia

membrana celular

Yietal., 2003

Okra y calabacin

Germinacion

Hanaa F.A., 2016

Jazminum Sambac

e Numero de flores

e Aceleracion de
pigmentos

e Mejor desarrollo de la

planta
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Chivukula & | Rosa chinensis e Elongacion de los

Ramaswamy, 2014 brotes

e Elongacion de los
entrenudos

e Numero de flores

Diametro de las flores

(Kim et al., 2015) Tomate e Retraso de la
maduracion del fruto
del tomate regulando
negativamente la
biosintesis de etileno
y los genes de

sefalizacion

Tabla 1. Investigaciones previas del efecto del sonido en las plantas

Dan Carlson estudio el efecto del sonido de la naturaleza para aumentar la
productividad agricola, utilizando estos sonidos y su nutricion se estudié la apertura
estomatica para la resistencia a sequia en el frijol de soya, que al ser expuesta a
4kHz pueden incrementar la tolerancia a la sequia, hasta el 75% del contenido de
humedad del suelo. El rendimiento de la semilla de soja aument6 un 40,89% y el

contenido de proteina de la semilla aumenté un 10,3%. (Pujiwati et al., 2018).

Otro estudio de 2007, gener6 plantas de arroz transgénico que albergaba un gen
guimérico, en estas plantas identificaron un conjunto de genes que responden al
sonido en condiciones de luz como de oscuridad, el efecto del sonido resultd
favorable ya que aumento la expresion de sbcS y ald. Lo cual podria representar
una alternativa a la luz como regulador de expresion de genes. La expresion del
ARNmM de ald aumento significativamente con un tratamiento sonoro de 125 a 250
Hz., mientras que los niveles disminuyeron a 50 Hz. Se propuso que en plantas

transgénicas se podrian utilizar frecuencias especificas de tratamiento sonoro para
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regular la expresion de cualquier gen fusionado al promotor ald (Jeong et al., 2008).
Otra aplicacion de emisiones acusticas es el tratamiento de ondas sonoras de baja
frecuencia (1 kHz) durante 6 horas retrasa la maduracién del tomate al alterar la
expresion de genes importantes en la biosintesis del etileno y las vias de
sefalizacion del etileno (Kim et al., 2015). La estimulacion por ondas sonoras
desencadena el contenido de la hormona enddgena del callo maduro del crisantemo
(Bochu et al., 2004).

Se reporta que la planta Arabidopsis thaliana puede identificar la vibracion del
sonido de un insecto alimentandose elicitando quimicamente sus mecanismos de
defensa. Por lo anterior, el sonido se puede considerar como una ola de presion, y
por lo tanto puede considerarse como un estimulo mecanico y podria tener una

influencia en el desarrollo y proceso fisiologico de las plantas (Ghosh et al., 2016).
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Patentes
Tolerancia a la sequia

La patente espafiola ES2398465T3, con titulo “Procedimientos para potenciar la
tolerancia a la sequia en plantas y procedimientos de los mismos”, en ella se divulga
una planta tolerante a la sequia la cual tiene insertada en el genoma de sus células
un ADN recombinante que codifica una proteina que comprende un dominio de
choque frio y que tiene al menos el 80 % de identidad sobre la longitud entera de
las SEC ID N°: 1, 2, 63 6 65, en la que la expresién de dicha proteina confiere
tolerancia a la sequia a dicha planta en comparacion con una planta no
transformada de la misma especie, siendo la sequia simulada dando a las plantas
un 95 % o menos de agua que a una planta de control y determinando diferencias

en el vigor, el crecimiento, el tamafio o la longitud de las raices.

En 2006 se hizo registro en Espafia la patente con nimero ES2304304B2 titulada
“Uso de la mutacion en ocp3 como regulador de la resistencia a sequia en plantas”,
La presente invencion se encuadra dentro del campo técnico de la biotecnologia
vegetal, y en concreto se refiere al uso del gen OCP3 como regulador de la

resistencia a sequia en plantas.

Por otro lado en México en 2005 se registro la patente con nimero MX2007011612A
que lleva por titulo “Plantas resistentes a la sequia”. La presente invencion es
concerniente con la preparacion de plantas transgénicas que expresan una proteina
involucrada en la sintesis de citoquinina bajo el control de un promotor inducible por

senescencia.

Espafia registré en 2007 la patente con numero ES2401657T3 titulada “Método para
mejorar la resistencia al estrés en plantas y materiales para el mismo. Un método
para obtener una planta con una mayor resistencia al estrés con respecto a una
planta de tipo salvaje, donde dicha resistencia al estrés se selecciona entre
resistencia a la sequia y resistencia a estreses asociados con rutas mediadas por

especies de oxigeno reactivo: (a) introducir al menos una mutacion o un acido

19



20

nucleico exdgeno en el genoma de una o méas células vegetales, lo que da como
resultado una reduccion de la actividad asociada con SAL1 o uno de sus homélogos
en una o mas células vegetales; (b) regenerar una o mas plantas a partir de dichas
una o mas células vegetales; y (c) seleccionar una o0 mas plantas que tienen una
mayor resistencia a la sequia y/o resistencia asociada a estreses asociados con
rutas mediadas por especies reactivas de oxigeno con respecto a una planta de tipo

salvaje.

La patente con nimero ES2646132T3 que lleva por nombre “Un procedimiento para
aumentar la tolerancia a sequia en una planta” es un procedimiento para aumentar
la tolerancia a sequia en una planta que comprende aplicar una composicién en una
cantidad efectiva para aumentar dicha tolerancia, en el que la composicion

comprende un cultivo aislado de Enterobacter sp. 638.

La patente con numero MX2014009893A con titulo “Mejora de resistencia a la
sequia en plantas: upl3 presenta una invencion se relaciona con un método
novedoso para aumentar la resistencia a la sequia de una planta. El método abarca
la afectacion de la expresion de un gen o genes en la planta, donde en comparacién

con el control, las plantas exhiben una mejor resistencia contra la sequia.

La patente espafiola “Uso de una secuencia de acido nucleico para la generacion
de plantas transgénicas que tienen tolerancia a la sequia mejorada” con numero
ES2363980T3 menciona el uso de una secuencia de acido nucleico que codifica
una proteina que tiene la secuencia de SEQ ID NO: 3 o una proteina al menos 70%
idéntica a la SEQ ID NO: 3, o una proteina ortéloga para la generacion de plantas
transgénicas que tienen una combinacion de dos o mas de los fenotipos
seleccionados del grupo de plantas que consisten en tener: tolerancia a la sequia

mejorada, resistencia a enfermedades mejorada y estructura de raices mejorada.

Por su lado, en México la patente MX2014005995A “Plantas tolerantes a la sequia
producidas a través de la modificacion del sitio stgx de capacidad de permanecer

verde”. Permite la manipulacion de una caracteristica fenotipica denominada como
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“"capacidad de permanecer verde" para facilitar la adaptacién a la sequia en plantas
a traveés de métodos recombinantes, mutagénicos y/o de cultivo y seleccion para
manipular genes StgX incluyendo Stg2, Stg3a, Stg3b y Stg4. También aqui se
describen sistemas de practica de manejo de plantas para aumentar la produccién

agricola y eficiencia de cosecha en ambientes limitados de agua.

Polinizacion

La patente con numero ES2391681A1 con titulo “Estacion polinizadora para la
regulacion bioclimatica de insectos polinizadores”, esta estacion polinizadora es
utilizada para la regulacion bioclimatica de insectos polinizadores (E.R.B.P. (1)),
tales como abejorros y proteccion fisica contra sus enemigos naturales. Esta

estacion (1) permite emplear insectos polinizadores en invernaderos y similares en

los que se producen fluctuaciones térmicas e higrométricas del aire.

(https://patents.google.com/patent/ES2391681A1/es?0q=ES2391681A1)

Con nuamero W02021130662A1, registrada en 2019, la patente titulada “Polinizador
motorizado y métodos de uso para polinizacion asistida y artificial” sostiene la
invencion de una maquina de polinizacion asistida y/o artificial en hibridos OxG de
palma de aceite. Se describen también las etapas de los métodos de polinizacion

asistida y artificial utilizando el aparato para la polinizacién de la invencion.

“Utilizacién de un extracto vegetal derivado del anis como inductor de la polinizacion
de las flores y sus aplicaciones en agricultura” patente espafola con numero
ES2607235B1. Sostiene la utilizacion de un extracto vegetal derivado del anis como
inductor de la polinizacion de las flores y sus aplicaciones en agricultura que
comprende el uso de un extracto de semilla de Pimpinella anisum L. en

composiciones o formulaciones agricolas como inductor de la polinizacion.
Produccién agricola

Registrada desde 2011 la patente espafiola ES2752451T3 que lleva por titulo

“Microbios que promueven el crecimiento de plantas y usos de los mismos” se
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refiere al campo de la agricultura sostenible. Especificamente, la divulgacion
proporciona composiciones microbianas y procedimientos Utiles para la produccion
de plantas de cultivo. En particular, las composiciones y procedimientos divulgados
en la presente memoria son Utiles para mejorar el crecimiento de las plantas y/o

suprimir el desarrollo de patégenos de plantas y enfermedades patégenas.
Monitoreo Tecnoldgico

A lo largo del tiempo se han utilizado diferentes técnicas para mejorar los cultivos y

el rendimiento de estos.
Dentro de las técnicas utilizadas para mejorar la polinizacién se encuentran:

e De forma manual: sacudir la planta, siempre y cuando sus flores sean
hermafroditas. Otra técnica manual es arrancar los pétalos de la flor
masculina y usa un pincel pequefio o un hisopo de algodoén para transferir el
polen al pistilo. La flor masculina sin pétalos también se puede recoger y usar
para limpiar las flores femeninas.

e Mecanicamente

e Por medio de abejorros dentro del invernadero

Ciertos estudios que evaluan la polinizacion a través de experimentos de
manipulacion de la misma, muestran en practicamente todos los casos que el
incremento de la produccion es siempre mayor tras una polinizacion natural
cruzada, seguido de la polinizacibn manual, y que la ausencia de polinizacién
supone la ausencia de produccion (Bos et al., 2007; Chauta - Mellizo et al., 2012,
Mensah y Kudom, 2011). De esta forma, los beneficios del incremento manual de la
polinizacidon pueden ser compensados en casos en que los recursos limiten la
habilidad de la planta para desarrollar semillas o el aumento de la produccion de
semillas se produzca a expensas de la calidad individual de cada una de ellas
(Chauta - Mellizo et al., 2012), mientras que la polinizacion natural cruzada aumenta
la posibilidad de que cualquier flor reciba polen fértil y se obtenga una elevada

produccion final (Greenleaf y Kremen, 2006).
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Llevando asi el mercado a buscar una mejora en las técnicas de polinizacion

cruzada.
Para la resistencia a la sequia se han estudiado diversas técnicas como:

e Riego por goteo

e Microrriego: una técnica de restauracion de la cubierta vegetal para
ambientes semiaridos. Consiste en suministrar agua a 25 cm de
profundidad, empleando pequefios tubos de polietieno de 5 mm de
diametro (Sanchez et al., 2004).

e Lluvia sdlida: polimero hidroabsorbente poliacrilato de potasio

¢ Eluso de plantas modificadas genéticamente para resistencia contra sequia

se convierte en la tendencia a la que se dirige el sector agricola.
Productos comerciales relacionados

El sonido podria ser una técnica agricola reciente y dentro de esto existe hoy en dia
un namero limitado de empresas que comercializan esta técnica, tal es el caso del
Sonic Bloom por Dan Carlson en USA, el cual por medio de sonidos de la naturaleza
y una nutricién foliar ayudan a aumentar la productividad de los cultivos de un 50 a
un 700%. El sonido (que esencialmente es una version sintetizada del canto de los
pajaros) hace que los estomas 0 agujeros de respiracion bajo las hojas se abran
mas, permitiendo asi la entrada de mas diéxido de carbono y nutrientes. Se pueden
obtener mejores resultados si se utiliza el pulverizador de nutrientes foliares
organicos patentado que aprovecha los orificios de respiraciébn abiertos para

alimentar a la planta con mayor eficacia (Sonic Bloom, 2021).

Harvest Harmonics es otra empresa con una nueva tecnologia agricola con
microtransmisores personalizados avanzados que utilizan mas de 3000 ondas de
radio de baja frecuencia conectados a un sistema de riego. Kyminasi Plant Booster
(KPB) se activa cuando el agua pasa por primera vez. El KPB tiene un tamafio
personalizado para cada granja, disefiado para trabajar con todos los cultivos

plantados en tierra. No requiere ningun sistema de alimentacién ni mantenimiento.
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Los dispositivos de riego utilizan un avanzado sistema de sefializacion para impulsar
la fotosintesis y el rendimiento de los cultivos en las plantas. La tecnologia Kyminasi
Plants Booster [KPB] funciona como un microchip de ordenador. Como las
frecuencias transmitidas corresponden a las frecuencias moleculares naturales de
los suelos y las plantas, estas “instrucciones” pueden ser recibidas por ellas y
cambiaran de funcién en consecuencia (McGreevy et al., 1999).

II. Hipotesis

El sonido del agua corriendo incrementa el rendimiento y la produccion de
capsaicina por el impacto en las ruta metabdlicas que encienden los mecanismos
de defensa en la respuesta al estrés hidrico, y reduce los efectos causados por la
falta de agua, en comparacion con tratamientos usando silencio y ruido blanco. Asi
mismo el sonido del abejorro aumenta la cantidad de azucares totales en el néctar,

en comparacion a grupos sin estimulo sonoro.

IV.  Objetivo General

Medir el impacto del sonido de agua corriendo en rendimiento, capsaicina y
expresion de genes relacionados a sequia. Y sonidos de vuelo y polinizacion de
abejorro en la produccion de carbohidratos totales. Ambos en comparaciéon con
Ruido Blanco y un grupo Control. Bajo condiciones de invernadero.

Objetivos Especificos

1. Obtener los sonidos: el sonido de agua corriendo obtenido de una biblioteca de
audios y realizar un andlisis de frecuencias para confirmar la veracidad del sonido.
Asi mismo grabar el sonido de abejorros polinizando y volando con la finalidad de
ser usados como tratamientos acusticos en el chile jalapefio, teniendo la certeza de

que el tratamiento acustico es fiel a la realidad.

2. Aplicar los tratamientos acusticos a chile jalapefio en condiciones de invernadero,
exponiendo a la planta al sonido dentro de una caja acustica construida
especificamente para poder tener 2 0 mas tratamientos sonoros dentro del mismo

espacio.
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3. Determinar el impacto de los tratamientos en la produccion de azucares totales,
expresion de genes relacionados a la sequia, realizando mediciones de SOD, POD
y Prolina, asi mismo mediciones de cantidad de capsaicina y rendimiento, dentro de
los laboratorios del campus Amazcala.

4. Determinar el impacto de los sonidos de abejorro en la produccion de
carbohidratos totales dentro de los laboratorios del Campus Amazcala.
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Marco Tedrico
El sonido

Los sonidos son ondas mecanicas de presion que se propagan a través de un medio
de transmision como el aire. La vibracion sonora se considera una fuerza mecéanica
que modula el crecimiento y desarrollo de las plantas como otros estimulos
mecanicos, por ejemplo, viento, lluvia, tacto y vibracion (Ghosh, y otros, 2016).
Varios estudios anteriores y recientes informaron respuestas de desarrollo en
plantas adaptadas con un tratamiento acustico utilizando diversas frecuencias. Esto
sugiere fuertemente la existencia de sofisticados mecanismos moleculares para la
percepcion de vibraciones sonoras y la transduccion de sefiales (Ghosh et al.,
2016).

Hoy en dia ha surgido el uso de vibraciones acusticas para generar un estrés
abidtico controlado en las plantas, este tipo de elicitores mejoran las condiciones de
crecimiento, metabolismo energético, expresion génica relacionada con el estrés,
incrementa metabolitos secundarios y resistencia a enfermedades (Fernandez-
Jaramillo et al., 2018).

Elicitores

Los elicitores son factores quimicos o fisicos de variado origen que inducen cambios
fisiolégicos en el organismo. Los elicitores son los compuestos que estimulan la
respuesta defensiva de las plantas ante algun tipo de estrés. Son sustancias de
diversas fuentes tanto inorganicos como organicos que pueden inducir efectos
fisiol6gicos y cambios como la activacion de respuestas defensivas y la acumulacion

de fitoalexinas en el organismo al cual son aplicados (Garcia Enciso et al., 2018).
Chile

El chile es el fruto de las plantas del género Capsicum. El género Capsicum, en el
que se clasifica al chile, pertenece a un subgrupo taxondémico de la familia

Solanacea, es uno de los cultivos de mayor importancia econémica a nivel
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mundial.(Kang et al., 2020). Durante las ultimas dos décadas, la produccion vy el
cultivo de chiles ha aumentado constantemente en todo el mundo, alcanzando 3.8
millones de hectareas de tierra para cultivo y 40.7 millones de toneladas de chile
producidos en 2017 (Kang et al., 2020).

México tiene una produccion anual de 3.2 millones de toneladas y un crecimiento
de 4.82 en el periodo 2003-2016. Actualmente, son cultivos importantes de
exportacion, ya que el 29.71% de la produccion total se destina al mercado
internacional. Las exportaciones mexicanas representaron un porcentaje muy
significativo de las importaciones de chiles en diversos paises: Estados Unidos
77.99%, Canada 55.45% y Guatemala 52.25% (SAGARPA, 2017).

Para el 2030, se estima que el aumento en la demanda mundial pase de 6.30 a 8.10
millones de toneladas métricas (MMt), un crecimiento acumulado de 28.57%,
mientras que la produccion en México de chiles y pimientos tiene la capacidad de
incrementarse de 3.28 a 4.02MMt, lo cual representa un crecimiento acumulado de
22.44% (SAGARPA, 2017).

La demanda internacional del chile se ha incrementado en 20 paises que incluyen
integrantes del Tratado de Libre Comercio de América del Norte (TLCAN), el
Acuerdo Estratégico Trans-Pacifico de Asociacion Econémica (TPP), el Tratado de
Libre Comercio del Triangulo del Norte (TLCTN), asi como del blogue de paises de
la Union Europea y otros de los que México no tiene acuerdo de libre comercio
(Turquia, Brasil y Hong Kong). Actualmente, México tiene uno de los grandes
competidores a nivel internacional; asimismo, sus ventajas comparativas lo
posicionan como un proveedor predilecto en el comercio internacional de este
cultivo (SAGARPA, 2017).

El chile jalapefio es uno de los principales tipos de chile que se siembra en México
debido a la infinidad de usos que tiene su fruto. La superficie anual que se establece
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en nuestro pais es de aproximadamente 30 mil hectareas, distribuidas
practicamente en todos los estados (Moreno & Mendoza, 2011).

Se puede decir que en México las siembras de este cultivo se dividen en dos
grandes regiones: la que cubre los estados del Golfo de México y Sureste del pais
y la region Centro-Norte. En la primera se ubican los estados de Oaxaca, Chiapas,
Veracruz, Tabasco, Campeche y Quintana Roo, y se caracteriza porque en muchas
ocasiones los chiles jalapefios se producen en agricultura de temporal, se usan
materiales criollos o variedades de polinizacion abierta, y baja aplicacion de
insumos, con lo que se tienen bajos rendimientos y pobre calidad comercial del
producto, en tanto que en la Region Centro y Norte donde se incluyen Michoacan,
Jalisco, Colima, Nayarit, Sinaloa, Sonora, Baja California, Chihuahua, San Luis
Potosi, Nuevo Lebn, Tamaulipas y Coahuila, se caracteriza por el uso de alta
tecnologia (fertirrigacion, invernaderos grandes extensiones de agricultura
protegida, uso de hibridos y agroquimicos de ultima generacion), que se refleja en

el volumen de produccion que aporta (Moreno & Mendoza, 2011).

Por lo anterior, las caracteristicas de los jalapefios que se siembran en ambas
regiones son muy diferentes: las variedades criollas y mejoradas de jalapefio
utilizadas en la franja costera del Golfo de México y el Sureste provienen de
materiales nativos de esta region, y se les considera como verdaderos jalapefios
(Moreno & Mendoza, 2011).

Al igual que otros cultivos, el chile se ve amenazado por diversas condiciones
ambientales como la sequia, debido a que disminuyen su calidad y productividad
(Kang et al., 2020).

Capsaicina

La Capsaicina es el compuesto quimico-capsaicina (8-metil-N-vanillil-6-
nonenamida) numero CAS 404-86-4, es el componente activo de los Pimientos
picantes (AcuEcuRed, 2020). Es un alcaloide de féormula C18H2703N que es sélido
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a temperatura ambiente (punto de fusion 64°C). Su nombre IUPAC es (E)-N-(4-
hidroxi-3-metoxibencil)-8-metilnon-6-enamida. Conjuntamente con la
dihidrocapsaicina (capsaicina que ha perdido el doble enlace por hidrogenacién),
forman el 90% de todos los compuestos responsables del picor del chile (Cedron,
2013).

El nivel de picor o pungencia de las especies Capsicum dependen en un 90% de la
concentracion de capsaicina y otros compuestos relacionados a ésta, conocidos
como capsaicinoides (compuestos fendlicos), exclusivamente sintetizados en frutos

de este género.

Este compuesto bioactivo es sintetizado a través de la via biosintética de los
fenilpropanoides y la via de los acidos grasos. Numerosas enzimas estan
involucradas en la biosintesis de la capsaicina, pero muchas de ellas no estan bien
caracterizadas, y la regulacion de la via no se entiende completamente (Perucka &
Materska, 2001).

HO

/

H;CO
O

Figura 1. Estructura de la capsaicina.

Sequia

La sequia es un tipo de estrés abidtico o ambiental, el cual hace referencia a una
condicion de reduccion de la disponibilidad de agua para las plantas durante un

periodo de tiempo prolongado (Butt et al., 2017).
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Alrededor de un tercio de la tierra dedicada a la agricultura a nivel mundial se ve
afectada por este tipo de estrés, lo que representa una amenaza para el crecimiento

de las plantas y la seguridad alimentaria (Yang et al., 2009).

En México la disponibilidad del agua para este afio 2020 ha bajado en 6 por ciento
con relacion al 2000, y la demanda seguira creciendo, incluso se prevé para el afio
2050 incremente en 300 por ciento. 17 de las 22 ciudades mas pobladas del pais
se encuentran ubicadas en zonas aridas y semiaridas, lo que significa un 56 por

ciento de la poblacion (Esparza, 2014).

El estrés por sequia tiene un efecto negativo sobre diversos procesos fisiolégicos
de las plantas, especialmente sobre la fotosintesis, reduciéndose su crecimiento y
productividad (Osakabe et al., 2014; Pathak et al., 2014). Durante las etapas de
crecimiento vegetativo, un ambiente seco reduce el tamafio de las hojas, la
extension del tallo y la proliferacion de la raiz, afecta la relacion agua-planta y

disminuye la eficiencia del uso del agua (Farooq et al., 2009).

La sequia desencadena una amplia variedad de respuestas en las plantas que van
desde el metabolismo celular hasta cambios en las tasas de crecimiento y el
rendimiento de los cultivos, afectando procesos fisiol6gicos como: el estado hidrico
de la planta, el balance de energia y las relaciones fotosintéticas (conductancia
estomatica) y en efecto, cambios drasticos en la energia libre de las moléculas de
agua (potencial hidraulico) (Taiz and Zeiger, 2006) presentando algunas variaciones

entre especies (Zhang et al., 2016).
Abejorros

Los abejorros del género Bombus son considerados polinizadores eficientes
comparados con otras especies de abejas. Caracteristicas como su gran tamafo,
la capacidad de extraer polen de anteras tubulares mediante vibracion de los
musculos alares, su abundante pilosidad y la capacidad de tener actividad en

condiciones ambientales principalmente de temperatura y luminosidad, en las que
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otras especies no tienen actividad, hacen de las especies de este género
polinizadores eficientes comparados con otras abejas (Pacateque, 2014).

Informacion taxonémica Animalia

Reino:

Phylum: Arthropoda

Clase: Insecta

Orden: Hymenoptera

Familia: Apidae

Geénero: Bombus

Especie: impatiens

Nombre cientifico: Bombus impatiens

(Cresso, 2012)
Descripcion de la especie

Es un abejorro que se distingue de otros por la seccion amarilla extendida en el
torax. Las reinas miden entre 17 y 21 mm de largo, y son mas grandes que los
zanganos (12-17 mm) y las obreras (8.5-16 mm). El tono de amarillo tiende a ser
mas palido (grisaceo) que, en otros abejorros, con el lomo negro (Discover Life,
2015).

Distribucién original

América del Norte (Canada y Estados Unidos) desde Ontario a Maine y el sur de

Florida.

Los abejorros del género Bombus son excelentes polinizadores que contribuyen al
mantenimiento de muchos ecosistemas y a la produccién de cultivos comerciales.
La cria comercial de abejorros se realiza desde hace 30 afios con algunas especies
euroasiaticas y norteamericanas (Sheena et al., 2013).

La probabilidad que tiene la especie de continuar introduciéndose o introducirse a

nuevas areas en donde no ha sido reportada previamente. Destaca la importancia
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de la via 0 el nUmero de vias por las que entra la especie. Interviene también el

namero de individuos y la frecuencia de introduccion (Cresso, 2012).

Hay evidencia documentada de que la especie tiene alta demanda, tiene un uso
tradicional arraigado o es esencial para seguridad alimentaria, tiene la posibilidad
de entrar por una o mas vias, el nimero de individuos es considerable y la
frecuencia de la introduccion es alta o esta asociada con actividades que fomentan
su dispersion o escape. No se tienen medidas para controlar la introduccién de la

especie al pais.

Las importaciones a México son continuas, ya que la especie es utilizada para la
polinizacién de cultivos en invernadero como jitomate, chile o pimientos. A la fecha
no parece existir alguna otra alternativa comercial con un abejorro nativo, aunque
B. ephipiatus parece ser una excelente opcion (Torres-Ruiz et al., 2013). Desde
2001 Koppert de México importa B. impatiens de Michigan y termina de madurar las

colonias en sus instalaciones de Querétaro (abierta en 2004) (Cresso, 2012).

En 1987, se observé codmo los abejorros podian ser una buena alternativa para esta
actividad, consiguiéndose mas eficacia en la polinizacién y en fructificacion, que con
la vibracion manual y la aplicacion de hormonas. Los abejorros son mas efectivos
porque son mas grandes y pueden visitar un nimero mayor de plantas por vuelo,
es decir, mas flores por minuto, y logran un mejor contacto con el estigma y los
estambres. Los abejorros no tienen tal sistema de comunicacion, cuando un
abejorro individual encuentra una fuente de comida atractiva en otra parte, no puede
informar a sus compafieros, de manera que los otros abejorros continuaran

trabajando en la cosecha en la que se requieren sus servicios (Pacateque, 2014).
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La crisis mundial de polinizacibon no solo es producida por la pérdida de
polinizadores, sino también por su homogeneizacion, ambos procesos causados

por el ser humano (Smith-Ramirez et al., 2018).

Carbohidratos totales Azlcares totales y abejorros

La actividad de forrajeo y la busqueda de polen y néctar también se relacionan con
el tamafo floral, disminuyendo enormemente a medida que el tamafo se
incrementa. El polen es un importante recurso para los polinizadores, puesto que
les proporciona cerca del 20% de los carbohidratos que necesitan y el total de
proteinas. Por ello, su abundancia influye en las decisiones de forrajeo del
polinizador y su déficit puede afectar a su actividad diaria, tal como ocurre con las
abejas nodriza y sus cuidados para con las larvas. En cuanto al néctar, proporciona
el 80% de los requerimientos de azucar de los polinizadores, siendo su principal
fuente de energia, y cuya calidad y concentracion de azlcares influyen en las
especies que forrajean sobre las distintas flores, existiendo plantas sacarosa-
dominantes, glucosa-dominantes o fructosa-dominantes, y otras con un contenido
balanceado de los tres azucares. Un ejemplo de las preferencias florales segun el
néctar seria el caso de las abejas de la miel, que suelen forrajear sobre plantas con
un contenido balanceado en azucares, mientras que los abejorros prefieren una

mezcla de los tres azucares (Ricou et al., 2014).

Néctar floral

El néctar se compone en gran parte de azucares (principalmente sacarosa, glucosa
y fructosa) y agua, pero también contiene varios componentes menores como
aminoacidos o lipidos que pueden, directa o indirectamente, tener importancia
nutricional. El valor energético del néctar depende de su volumen y de la
concentracion de azucares totales (Cnaani et al., 2006; Nicolson, 2011).

El néctar es una fuente principal de energia para muchos insectos, asi como para

las abejas, que lo mezclan con el polen y lo utilizan en su nutricion (Somme et al.,
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2015). Segun algunos reportes el azlicar del néctar, la concentracién puede variar
del 10 al 75% (Willmer, 2011).

La composicién del néctar floral, especialmente lo relativo a azlcares, ha sido
identificado como el principal componente del néctar florar y de la interaccion planta
— animal. Estudios han demostrado que las flores segregan mayor cantidad de
azucares totales en el néctar mientras haya una mayor cantidad de eventos de
polinizacién (Palareti et al., 2016).

Polinizacion

La polinizacion, entendida como la transferencia de polen desde la parte masculina
de una flor hasta la parte femenina de la misma u otra flor, es un proceso esencial
para el mantenimiento de la viabilidad y la diversidad genética de las plantas con
flor, ademas de mejorar la calidad y cantidad de semillas y frutos, asi como de las
caracteristicas de la descendencia (Chauta-Mellizo, et al., 2012; Vergara, C.H.;
Badano, 2009; Vilhena et al. 2012). Puede ser realizada de forma abi6tica, mediante
el transporte del polen por el viento o el agua, o bibtica, empleando para ello a
animales como vectores en el transporte (Bonilla, 2012; Pantoja, et all., 2014).
Diversos grupos, tales como invertebrados, aves o mamiferos, pueden actuar como

polinizadores, movidos por la necesidad de encontrar recursos para su

alimentacion, desarrollo o reproduccion (Bonilla, 2012)(Bonilla, 2012).

La mayoria de las plantas que florecen son polinizadas por insectos y otros
animales, y una minoria utiliza factores abidticos como el viento principalmente. La
proporcion global de angiospermas polinizadas por animales es de 308 006, lo que
supone el 87,5% de la diversidad estimada a nivel de especie de las plantas con
flores. Dada la actual preocupacion por el declive de los polinizadores y los posibles
impactos resultantes tanto en las comunidades naturales como en los cultivos
agricolas, estas estimaciones son vitales tanto para los ecologistas como para los

responsables politicos (Ollerton et al., 2011).
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La probabilidad de que un animal polinizador se acerque a una flor y polinizar,
depende de varios factores como: a)la distancia entre plantas b) la distancia que
tiene que viajar el polinizador c) el numero de flores en la planta d) la cantidad de
alimento disponible en cada flor y e) la cantidad que el animal puede colectar (Raw,
2000). El énfasis en la presente investigacion es en el factor de la cantidad de
alimento disponible para el animal polinizador, es decir, la cantidad de azucares
totales disponibles en el néctar de la flor de chile jalapefio. A diferencia de las
abejas, los abejorros no tienen un sistema de comunicacién entre ellos, es por ello

que los abejorros visitan todas las flores cercanas a la colmena (Castillo, 2019).

Enzimas.

Las enzimas son proteinas que se comportan como catalizadores, es decir, aceleran
la velocidad con la que las reacciones se llevan a cabo sin alterar el equilibrio y son
responsables de las transformaciones metabdlicas en los seres vivos. Desde el
punto de vista fisicoquimico, y como consecuencia de su estructura proteica, la
actividad catalitica de las enzimas depende del pH y de la temperatura de reaccion,
caracteristica que resulta de fundamental importancia en una aplicacién industrial
(GARCIA et al., 2002).

Las enzimas estan constituidas por proteinas globulares que, a temperaturas
cercanas a los 37 °C, aceleran la velocidad de las reacciones quimicas y biolégicas
por un factor de 1012 a 1020 en relacion con las reacciones no catalizadas. La
actividad de una enzima se expresa en términos de la reaccién que ella cataliza
como la transformacion de un micromol de sustrato en producto por unidad de
tiempo. Mientras que las Unidades son una medida de una cantidad de enzima
activa (FENNEMA, 2000).

Enzima Superéxido dismutasa (SOD)

Un efecto secundario al estrés por sequia es el dafio oxidativo causado por la

produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), que obligan a las plantas a
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activar mecanismos moleculares de regulacion induciendo genes que expresan
enzimas desoxidantes como Superdxido Dismutasa (SOD). Estudios realizados en
muchas especies vegetales, sometidas a estrés hidrico, muestran el incremento de
la actividad de esta enzima, asi como su relacion con la resistencia al estrés. La
enzima puede ser utilizada como marcador en la busqueda de resistencia (Pulido,
2014).

La SOD pertenece a una familia de metaloenzimas, es considerada como la mas
eficiente de las enzimas antioxidantes intracelulares, esta presente en todos los
organismos aerébicos y en todos los compartimientos subcelulares, en los cuales
es posible que se generen las ROS, esto es importante en la tolerancia de las
plantas a todo tipo de estrés debido a que proveen la primera linea de defensa
contra los efectos de los elevados niveles de ROS (Abdulet al., 2008; Gill S. S;;
Tuteja, 2010).

Es importante el estudio del papel que cumplen los sistemas de ROS y sus enzimas
antioxidantes en la tolerancia de las plantas al estrés, porque con la manipulacion
de niveles de estas enzimas, es posible disminuir el estrés oxidativo, ofreciendo una
alternativa para contrarrestar el efecto del estrés por sequia (Ramachandra, A. R.,
Viswanatha, K. C. & Vivekanandan, 2004). Ademas la respuesta enzimatica puede
constituir una ventaja adaptativa en la proteccién al déficit oxidativo (Bosrasi, O.
Dias, P., Agius, M. F., Valpuesta, 2001).

La enzima SOD hace parte del sistema de defensa oxidativo y tiene como funcion
evitar la reaccion de Haber-Weiss y minimizar el dafio oxidativo, esta enzima
dismuta rapidamente el radical superédxido (O2-) a Peroxido de Hidrogeno (H202),
este producto tiene la caracteristica de ser elativamente estable y puede ser
detoxificado por la Catalasa 8CAT) y Peroxidasas (POX). Estas ENZIMAS
minimalizan la reaccion de Haber — Weiss manteniendo concentraciones de O2- y

H2HO:2 cercanas a cero (Pulido, 2014) por esto se constituye en uno de los mayores
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mecanismos de defensa antioxidantes en las plantas (Mufioz I. G., Moran J. F.,
Becana, M. Montoya, 2005).

En estudios realizados con especies de cultivos resistentes y tolerantes a sequia,
los cuales fueron sometidos a estrés hidrico, se obtuvo como resultado que las
especies tolerantes presentaron una actividad mas alta de enzimas antioxidantes
que las especies susceptibles, esto se observdé en cultivo de trigo, frijol y maiz
(Chopra . & Selote D., 2007; I. Tukan, 2005).

En un estudio realizado en genotipos tolerantes y sensibles a sequia del musfo
Tortula rurales se observéd un incremento en los niveles de SOD en los genotipos
tolerantes a sequia (Bowler C., Montagu M.V., 1992). En variedades de arroz
resistentes a sequia y a heladas también presentd un incremento de SOD en
presencia del déficit hidrico, asociando esto a un aumento en la capacidad del

sistema antioxidante bajo este tipo de estrés (Guo Z.; Lu W.K.;Zhong, 2005).

En tres genotipos de Radix astragali planta medicinal de la china, se observo que al
aplicar déficit hidrico aumento la actividad de las SOD a demas que este aumento
se presentd en el genotipo mas tolerante (Yong; Zongsuo L.; Honboc S.; & Feng D.,
2004).

Peroxidasas (POD)

La peroxidasa es una de las enzimas que controlan el crecimiento fisiologico de las
plantas, su diferenciacion y desarrollo. Es bien conocido que esta enzima participa
en la construccion y lignificacién de la pared celular, la biosintesis de etileno a partir
del acido aminociclopropanocar-boxilico y peréxido de hidrégeno (H202), la
regulacion de niveles de auxina, la proteccion contra el deterioro de tejidos e
infeccion por microorganismos patogenos, la oxidacion de acido indolacético, etc.
(Farrell, et al., 1989; Krylov; Dunford, 1996; Wakamatsu, K.; Takahama, 1993). Por

otro lado, hoy dia existe un gran interés por la POD debido a sus mudltiples
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aplicaciones préacticas (industria maderera, industria de alimentos, bioquimica
clinica, etc.). Actualmente cerca de un 90% de los Kits para andlisis
inmunoenzimatico se preparan a partir de peroxidasa (F. E. Hammer, 1993; Tijssen,
1985). Ademas, la POD se ha venido utilizando para preparar electrodos especificos
con POD inmovilizada sobre su superficie que tienen aplicacion en analisis

ambiental (Munteanu, F. D.; Lindgren et al., 1998).

Mecanismo de reaccion: La peroxidasa es una oxidorreductasa que cataliza
reacciones usando oxigeno o peréxido como aceptor de hidrégeno. Estudios
sefialan que los mecanismos de accion de la peroxidasa estdn basados en la
formacion de un complejo enzima donante de hidrogeno, como se observa en la

siguiente reaccion:

21010 S R \a R — ROH + A + H20

Ecuacion 1. Ecuacion de peroxidasa

Cataliza la reaccion de ciertos compuestos dadores de hidrégeno, como fenoles
(guayacol, pirogalol) y aminas arométicas (o-fenilendiamina) por medio de
peroxidos (H202). El sustrato oxidable mas usado es el guayacol, que es oxidado a
un complejo coloreado de tetraguayacol en presencia de peroxido (WHITAKER,
1972). La velocidad de formacién del color rojo ladrillo puede ser utilizada como
medida de la actividad enzimatica por lecturas espectrofotométricas de las

absorbancias con relacién al tiempo (O., 2000).

El gen POD esta relacionado con la eliminacion de especies de peroxido de
hidrégeno y la proteccion de la membrana celular durante lesiones mecéanicas, como
las causadas por insectos o practicas agricolas y bajas temperaturas. Incluso el
estrés mecanico que no causa heridas, debido a que se asemeja a un toque suave,
puede inducir la actividad redox y la posterior activacion de la peroxidasa que
coincide con todos los resultados transcipcionales de emision de patrones acusticos
(Rodriguez-Calzada et al., 2019).
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Prolina

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

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

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). 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 a dichas condiciones de
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 maquinaria celular de la planta (Anjum et al., 2017).

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 relacion 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 acumulacién mas alta de este aminoacido.
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Generalmente, la acumulacion de prolina aumenta en condiciones de estrés, lo que
no solo ayuda a mantener la turgencia celular, sino que también participa en el
apagado de radicales libres, el mantenimiento de las estructuras subcelulares y la

amortiguacion del redoxpotencial celular (Anjum et al., 2017).

Andlisis de crecimiento fisiologico

Los analisis del crecimiento son basicos para comprender mejor los procesos
fisiolégicos que determinan la produccion vegetal, y asi fundamentar mas
racionalmente las practicas de manejo del cultivo: nutricion, riego, podas,
estrategias de proteccion, entre otras (Barrientos 1988). El crecimiento se define
como un incremento constante en el tamafio de un organismo, que esta
acompafiado de 2 procesos: morfogénesis y diferenciacion; el primero es el
desarrollo de la forma o modelo de la célula u érgano y el segundo, es el proceso
por el cual las células cambian estructural y bioquimicamente para formar o adquirir
funciones especializadas (Lazar, 2003). Ambos procesos se pueden medir
mediante la tasa absoluta de crecimiento, en funcion de la cantidad de materia seca
en crecimiento presente y la tasa de funcionamiento de esta, en relacién con la
influencia del ambiente (Moorby;, 1982). El peso seco es el criterio mas apropiado
para medir el crecimiento y la magnitud del sistema de asimilacion de la planta,
referido, frecuentemente, al area foliar total (Lazar, 2003), y es la medida usual del
tejido fotosintetizador de area que es diferente entre las hojas jévenes y
adultas(Azofeifa & Moreira, 2004).

También menciona que los frutos son capaces de fijar carbono para su desarrollo;
pero, ademas, los fotoasimilados son importados desde las hojas del eje principal
de donde se encuentra el fruto. Estos asimilados son la principal fuente,
contribuyendo en aproximadamente 7.5 veces mas en carbono que el fijado por los

mismos frutos, de una comunidad de plantas. Ademas, la cantidad de area foliar es
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importante, porque esta determina la cantidad o importe de energia solar que es
absorbida y convertida a materiales organicos (Azofeifa & Moreira, 2004).
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V. Metodologia
Se usaron las metodologias: aplicada, cuantitativa, estadistica y descriptiva para el
buen desarrollo de la investigacion, la cual se llevé a cabo en el Campus Amazcala

de la Universidad Autbnoma de Querétaro, con una duracién de 2 afos.

La poblacion que se tomo fue el chile jalapefio, teniendo 9 grupos diferentes de 7

individuos cada uno, haciendo un total de 63 individuos.
Los tratamientos acusticos seleccionados fueron:
Sonido de agua corriendo

e Sin riego:
o Con sonido de Agua corriendo
e Conriego:
o Con sonido de Agua corriendo
o Con sonido de Ruido Blanco
o Control (sin sonido)

Abejorro (plantas bien regadas)

e Sonido de abejorro volando

e Sonido de abejorro polinizando

e Sonido de abejorro volando y polinizando
e Ruido blanco

e Control (sin sonido)
Materiales para experimentacion:
Material para cultivo

e Germinadores
e Semilla de chile
e Peatmoss super terra ST1

e Sustrato para planta: 25% Peatmoss, 60%tezontle y 15%arenilla
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e Bolsas de 5kg para trasplante
e Sistema de riego:

o Bomba

o Temporizador

o Tuberia pvc

o Manguera

e Invernaderode 6 mx6 m
Material para grabacion de audios:

e Invernadero

e Microfono Maono AU-A04 condensador y cardiode
e Programa de grabacion y edicion de audio Audacity
e Abejorros

e Computadora
Material para reproduccion de sonido:
e Paneles de absorcion acustica:

o Dimensiones exteriores aproximadas: 1.03m * 1.20m * 1.00 m (a * | * h)
o Dimensiones interiores aproximadas: 0.70m * 1.00m * 0.97 m (a * | * h)
o Fabricada con pared acustica con el siguiente arreglo:

o OSB 18mm

o Relleno de Poliuretano 2" protegida con una placa de 3mm de perfocel
o Acabado en espuma acustica perfilada de 2”

o Tapa de cristal templado de 10 mm con sello

o 2 altavoces JBL de 6 2", respuesta de frecuencias: 55 Hz — 20 KHz,
impedancia 4 Q , con tira de parcheo con conector Jack estandar
e Extension

¢ Memoria USB
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e Archivo de audio en formato WVA
Desarrollo del experimento:
Para el buen desarrollo de la investigacion se llevaron a cabo 8 etapas distintas:
+ Etapa 1: Reconocimiento del espacio asignado para el experimento
+ Etapa 2: Germinacion de semillas
+ Etapa 3: Limpieza y Acomodo de invernaderos
+ Etapa 4: Grabacion de audios
» Etapa 5: Trasplante de plantula
« Etapa 6: Aplicacion de tratamiento en etapa de floracién
+ Etapa 7 Analisis de resultados

+ Etapa 8: Conclusiones

Etapa 1: Reconocimiento del espacio para experimentacién

El reconocimiento del invernadero se realiz6 el 23 de febrero de 2021, se autorizé
usar 2 invernaderos de 3 m x 6m dentro de la Facultad de Ingenieria Campus
Amazcala UAQ en compafia del Dr. Luis Miguel Conteras Medina, director de la

tesis y la Dra. Laura Helena Caicedo Lopez, secretaria de la tesis.
Etapa 2: Germinacion de semillas

Se germinaron 200 semillas de chile jalapefio en el campus Amazcala, colocadas
en charola de unicel de 200 cavidades, se us6 peat moss ST1 como sustrato y 1

semilla de chile jalapefio por cavidad, el dia 14 de diciembre, 2021.

Procedimiento:
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La charola de unicel se desinfecté con sales cuaternarias de amonio, una vez
desinfectada y limpia se rellené cada cavidad de peat moss humedo a capacidad
de campo, se colocé 1 semillas por cavidad, cubriéndolas con un poco de peat
moss, finalmente se cubri6 con vermiculita y se cubri6 con un hule oscuro,
guardando la charola en un lugar fresco y oscuro. La humedad de la charola se
monitoreo diariamente, una vez que aparecio el brote, se colocaron en un espacio

donde recibi6 luz solar indirectamente para evitar su elongacion.

Figura 2. Germinacion de semillas de chile jalapefio
Etapa 3: Limpiezay a condicionamiento de invernadero

El acondicionamiento de invernaderos se realizé a lo largo de varias semanas en
las cuales se hizo limpieza de hierba y basura, cambio de plastico de las paredes
del invernadero, se colocd malla antiafido, nivelacion en desnivel del suelo para
evitar encharcamientos y se coloco cover en el suelo, los invernaderos se unieron

removiendo la pared divisoria de en medio. Asi mismo se coloco graba en todo el
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perimetro de los invernaderos para evitar la entrada de insectos o animales

rastreros.

Se realiz6 el acondicionamiento de sistema de riego instalando tuberia de pvc que
conecta el tinaco en la parte exterior trasera hacia el interior del invernadero,
seguido de esto, se perford la tuberia pvc del interior para colocar las mangueras
que conectaron con 4 canaletas, perforando 16 cavidades por linea donde se

instalaron goteros, manguera y estaca de riego.

Se realizd el monitoreo del riego homogéneo de 50 ml por minuto, programando
riegos de 9am a 6pm, uno cada hora, realizando, con esto, un total de 10 riegos de

50 mil durante el dia.

Figura 3. Invernadero antes de limpieza y acondicionamiento
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Figura 4. Invernadero acondicionado y limpio

Etapa 4: Grabacion y obtencion de audios

Para la grabacion de los audios a utilizar se hicieron diversas investigaciones y
pruebas para obtener la mejor calidad del audio a utilizar, contando con el
asesoramiento del Centro Nacional de Metrologia (CENAM) con el Dr. Andrés

Estéban Pérez Mayzumoto y del M. en C. Aldo .Adrian Garcia Gonzélez
Audio de Abejorros:

Se observo detalladamente como el abejorro llega a polinizar la flor y poder

determinar el acomodo de los micréfonos y obtener un mejor sonido.

Para su grabacion se utilizd un micr6fono y el programa Audacity, dentro del
invernadero con abejorros polinizando flores de albahaca debido a que fue la opcién
mas viable y eficaz para grabar el vuelo y polinizacion del abejorro. Se colocé el
micréfono a 3 cm de la flor de albahaca para poder obtener un sonido mas fidedigno

y limpio.
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Se esperod a que los abejorros se acercaran a la planta para polinizarla y se grabaron
varias mediciones, posteriormente analizadas por parte del CENAM para identificar
el intervalo de frecuencias en el que se mueve el sonido del abejorro, teniendo como

resultado lo siguiente:
Audio de Abejorros:

Una vez obtenidos los resultados del CENAM se procedio a la clasificacion y edicion
de 3 audios distintos: 1) Polinizacién 2) Vuelo 3) Vuelo y polinizacion. Con una
duracion de 20 minutos cada uno dentro del programa Audacity concatenando el

mismo audio por sonido para cubrir los 20 minutos.

Figura 5. Grabacidn del sonido de abejorro

Audio agua corriendo:

Se realizé una comparacion entre diferentes bibliotecas virtuales de audios (La
biblioteca que se uso fue https://sound-

effects.bbcrewind.co.uk/search?g=runing%20water&resultSize=70) y se

seleccionaron 3 audios distintos, los cuéles se enviaron al CENAM para su

valoracion y seleccion de 1 audio el cudl arrojé la siguiente informacion:
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El audio enviado para andlisis en el dominio de la frecuencia arroj6 los siguientes

espectros.

Grabacion convertida a formato WAV 24 bits con referencia a 20 micro Pascales
Audio: river---wa_nhu9707894.

Sefiales en tiempo

Frecuencia de muestreo en la grabacion= 44100 Hz

NUmero de muestras 1626624.

Analisis en Frecuencia

Intervalo de muestras analizadas 4410.

Intervalo de tiempo analizado 0.1 ms.
Intervalo de frecuencia analizado 20 Hz a 20 kHz

Ponderacion Lineal

Andlisis en frecuencia: Fast/0.125ms

Promediacion Lineal RMS

CANALES-x1y x2.
Debido a estos resultados se determiné el audio adecuado de sonido de agua

corriendo, comparando las frecuencias entre cada uno de los audios seleccionados.
Etapa 5: Trasplante de plantula

Esta etapa se llevé a cabo el 15 de febrero, 2022. Las plantulas de chile se
trasplantaron al tener 6 hojas verdaderas, con 2 meses de edad. El sustrato que se
utilizo para el trasplante fue 60% tezontle, 25% peat moss y 15% arenilla, en bolsas

de plastico con capacidad de 5 kg, colocando 3 kg de sustrato en cada bolsa.

Se colocaron en un invernadero de 6 m x 6 m, sobre 4 canaletas, teniendo 16

plantas por fila.
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El riego se program6 de 9am a 6pm un riego por hora de 50 ml. Con la siguiente
nutricion mostrada en la tabla 2, ajustando el pH del agua a 6.5 en un tinaco de 800

L:
Producto Cantidad

Acido fosforico 80 mi
Nitrato de calcio 1.12 Kg
Nitrato de potasio 321.98 gr
Sulfato de potasio 429.31 gr
Sulfato de magnesio 536.64 gr
Sulfato de cobre 8.58 gr
Fierro 21.48 gr
Zinc 4.29 gr
Manganeso 4.29 gr
Boro 4.29 gr
Tabla 2. Nutricion para chile jalapefio

La humedad relativa y temperatura del invernadero se monitorearon dentro del
invernadero durante la duracion del experimento con el equipo Elitech Log version
V6.1.0

Etapa 6: Aplicaciéon de tratamientos

En esta etapa se aplicaron tratamientos acusticos de agua corriendo y abejorro
dentro de paneles acusticos construidos especificamente para este proyecto, con
fondos obtenidos a través del Fondo especial de rectoria FOPER-2021-FIN02533.

Las caracteristicas fisicas del panel acustico son las siguientes:
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Figura 6. Disefio de Panel acustico

Dimensiones exteriores aproximadas: 1.03m * 1.20m *1.00 m (a * | * h)

Dimensiones interiores aproximadas: 0.70m *1.00m * 0.97 m (a* | * h)

Fabricada con pared acustica con el siguiente arreglo:

OSB 18mm

Relleno de Poliuretano %" protegida con una placa de 3mm de perfocel
Acabado en espuma acustica perfilada de 2”

Tapa de cristal templado de 10 mm con sello

2 altavoces JBL de 6 %", respuesta de frecuencias: 55 Hz — 20 KHz,

impedancia 4 Q , con tira de parcheo con conector Jack estandar
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Tratamiento de agua corriendo:

El tratamiento de audio representativo del agua corriendo se llevé a cabo durante 7
dias del 28 de marzo al 03 de abril, 2022. La aplicacion del tratamiento acustico se

realiz6 en distintos horarios cada dia con el fin de aleatorizar las aplicaciones.

Para este estimulo se seleccionaron 4 grupos con 7 individuos cada uno, haciendo

un total de 28 plantas de chile jalapefio distribuidas aleatoriamente dentro del

invernadero.
ONN | O 16
@ e ole oo
@ o comence el e|e@®
\C)’ Ruido Blanco ‘ O Q . 13
® . | O ®| ® 12 i}
. Polinizacién O ’ . . 11 -E
O @| O ® | O 10 _g
Vuelo
. Control ‘ . . . 7 #
| Extensién Q . . O 6
I Tuberia ® | O O ® s
| O @ | O 4
® O @| ©®:3
o e ]| 0
 Entrada | Ol @ Ol @1
F1 F2 F3 F4

Figura 7. Distribucion de plantas dentro del invernadero
Se realizaron mediciones fisiologicas con el fitomonitor (Millan-Almaraz et al.,
2013), imagenes térmicas e imagenes RGB y medicion de ancho de tallo los dias 1,
4y 7, alamisma hora de la aplicacién del tratamiento. El dia 1y 7, al término de la
aplicacién del sonido, inmediatamente se realiz6 corte de una hoja apical para poder
realizar los analisis de cambios enzimaticos en SOD, POD y osmoticos del
aminoacido prolina. Una vez realizado el corte, la hoja se congelé con nitrégeno,

siendo etiquetada para su analisis.
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Figura 8. Congelamiento de hoja para analisis enzimaticos
Para esta etapa del experimento los tratamientos acusticos se aplicaron en un rango

de 80 a 85 dB por 20 minutos, los cuales fueron:

e Agua corriendo con riego
e Agua corriendo sin riego
e Ruido Blanco

e Control (Sin sonido)

Las plantas eran colocadas dentro del panel acustico, en orden aleatorio cada vez.
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Figura 9. Plantas de chile jalapefio adentro del panel acUstico en tratamiento acustico.

La aplicacién de tratamiento acustico se llevé a cabo de la siguiente forma:

Horario Agua Horario Ruido
Corriendo Blanco

1 28/03/22 20:15 hrs 20:45 hrs
2 29/03/22 11:00 hrs 11:36 hrs
3 30/03/22 08:14 hrs 8:44 hrs

4 31/03/22 13:50 hrs 14:24 hrs
5 01/04/22 17:22 hrs 17:52 hrs
6 02/04/22 09:22 hrs 09:55 hrs
7 03/04/22 11:42 hrs 12:12 hrs

Tabla 4.
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Los individuos del tratamiento de agua corriendo sin riego, se les suspendio el agua
por 9 dias, regresandoles el riego después de su ultimo tratamiento.

Los tratamientos se aplicaron con éxito, sin interrupciones o afecciones externas.
Tratamiento de sonido de abejorro

Para la aplicacion de los tratamientos acusticos del abejorro, fue necesario esperar
que las plantas estuvieran en floracién para poder cortar pistilos con el objetivo de
medir los azucares totales de los mismos. Se mantuvo un continuo monitoreo de
floracidn en las plantas, etiquetando todos los dias las flores que abrian y supervisar
su edad para cuando estuvieran en tratamiento, utilizar flores de la misma edad de

antesis para el corte del pistilo.

La aplicacion de sonidos de abejorro se realizé durante 7 dias, del 18 al 24 de abril,
2022, por 20 minutos en un rango de 80 a 85 dB, aplicando el sonido en distintas
horas del dia, teniendo 5 tratamientos acusticos distintos con 7 individuos cada

grupo haciendo un total de 35 plantas:

Sonido de abejorro volando
Sonido de abejorro polinizando
Sonido de abejorro volando y polinizando

Ruido blanco

o bk 0N PE

Control (sin sonido)

Se realizaron mediciones fotoquimicas los dias 1, 4 y 7 del tratamiento, para lo cual
se hizo uso de un fitomonitor (Millan-Almaraz et al., 2013), imagenes termograficas
e imagenes RGB, para obtener el indice vegetativo NDVI1, segun lo reportado por
(Solano-Alvarez et al., 2022).

Una vez tomadas las mediciones, las plantas se introdujeron en los paneles
acusticos (Figura 10) por grupos y se aplicaron los tratamientos, después de 20
minutos de tratamiento acustico se cort6 un pistilo por planta, tomando 7 pistilos por

tratamiento y se deshidrataron para medir sus carbohidratos totales, usando flores
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de 1y 2 dias de antesis. La figura 10 nos muestra el pistilo cortado de la flor de chile

jalapefio.

Los horarios de aplicacion de tratamiento fueron variados, reportandose de la

siguiente forma:

Dia Fecha Hora
1 18/04/22 18:55 hrs — 21:04 hrs
2 19/04/22 14:45 hrs —16:00 hrs
3 20/04/22 12:27 hrs - 13:44 hrs
4 21/04/22 13:00 — 15:00 hrs
5 22/04/22 11:39 hrs — 12:54 hrs
6 23/04/22 8:10 hrs — 7:20 hrs
7 24/04/22 15:22 hrs — 17:57 hrs
Tabla 5. Horas de aplicacion de tratamientos de sonido de abejorro por dia

Los tratamientos se aplicaron con éxito, sin interrupciones o afecciones externas.

56



57

Figura 10. Flor de chile jalapefio donde muestra ubicacién y tamafio del pistilo

Figura 11. Plantas de chile adentro de la caja acUstica
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Cosecha

La cosecha se llevo a cabo el dia 19/05/2022. Se realizaron los mismos analisis que
cuando se aplico el tratamiento, imagenes RGB, termograficas y mediciones de
fitomonitor. Una vez realizadas las mediciones, se procedi6 a realizar el corte de
chiles y después se obtuvo su peso fresco pesando sobre una bascula Rhino
BARR9-01139, exactitud fina I, capacidad maxima 40 kg y resolucion de 100 g con

alimentacién 6Vcc / 600 mA.

Las plantas se enumeraron por numero de planta en la fila correspondiente,
ejemplo: P1F2 = Planta 1 Fila 2. Tomando en cuenta que se usaron 4 filas y 16

plantas en cada fila.
Al realizar este paso se obtuvieron los siguientes datos:

Tratamientos de agua Corriendo

Tratamiento | # planta Peso fresco kg | Peso seco kg | Peso total de
cosecha kg

Agua P2 F1 4.248 1.520
Corriendo
sin riego

P4F1 4.378

P7F2 4.656 2.790

P8F2 4.226

P11F3 3.994 2.686

P14F4 3.816

P15 F4 4.880 2.676

P8F9 5.035

58



59

P15F3 4.490
P14F3 4.690 2.712
P14F1 4.065
P8F4 3.986 2.832
P1F2 4.215 2.836
Ruido P1F1 4.850 2.856 1.384
blanco
P16F1 4.420
P4F4 3.944
P14F2 4.846
P1F3 4.156
P8F3 4.150
P10F2 3.918
Control P15F1 3.700 2.394 1.704
P2F3 3.884 2.682
P5F4 4.895
P13F1 4.455
P2F4 4.040 2.766
P12F2 4.085
POF3 4.325 2.706
Tabla 6. Datos de cosecha de tratamiento de agua corriendo. El peso total de cosecha

hace referencia a peso del total de chiles jalapefios en kg

59




60

Tratamientos abejorro

Tratamiento # Planta Peso fresco Peso seco Peso total de
Cosecha

Poliizacién |PSFL  [44c0 2818 [1se2 |
P5F1 4,476
P15F2 4,148 2.754
P6F3 4.130
P10F3 3.892
P13F4 4.032 2.700
P1F4 4.004
P16F3 3.684 2.690
P4F3 3.924
P2F2 4.498
P7F4 4.214
P11F4 3.980 2.708

Vuelo P10F1 4.064 1.702
P3F2 4.166
P13F2 4.630 2.932
P12F3 3.876 2.688
P6F4 4.650 2.798
POF4 3.706
P5F3 3.982

Ruido Blanco | P6F1 4.004 2.624 1.586

P11F1 4.104
P5F2 4.888 2.778
P16F2 3.748
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P3F3 4.186 2.894
P13F3 4.190
P10F4 3.978
Control ‘ P8F1 4.098 2.098
POF1 4.296 2.790
P4F2 4.910 2.862
P6F2 4,512
POF2 4,192 2.744
P7F3 4.226
P12F4 4.098
Tabla 7. Datos de cosecha de tratamiento de abejorro. El peso total de cosecha hace

referencia a peso del total de chiles jalapefios en kg

Etapa 7. Anédlisis

Determinacién de AzUcares totales

Para el andlisis de azlcares totales del pistilo se utilizé el método de Antrona en el

laboratorio de Bioingenieria del Campus Amazcala, Ingenieria UAQ.

Se tomaron 7 muestras de pistilos deshidratados por cada tratamiento, los cuéles

se sometieron a la siguiente metodologia, dentro de la metodologia se ajusté el

volumen de cada reactivo al peso de cada muestra, ya que fueron distintas. El

proceso de la determinacién por el método de Antrona se encuentra en el Anexo |.

Determinacion de Prolina

Principio

Prolina + Ninhidrina — Complejo
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La concentracién de prolina se determina espectrofotométricamente (Asionm) por la
reaccion de prolina con ninhidrina formando un producto color amarillo que puede

ser detectado a 510 nm. La metodologia se encuentra en el Anexo |I.
Determinacion enzimatica

Se realizaron analisis enzimaticos de SOD (superéxido dismutasa) y POD
(peroxidasa), dentro del laboratorio de la Facultad de Ingenieria, Campus Amazcala,
UAQ.

Peroxidasa (POD)

Principio

La actividad POD se determina espectrofotométricamente a 25°C con un
espectrometro UV-visible a 436 a 470 nm usando guayacol como sustrato y H202
como donante de hidrogeno fue determinada por el procedimiento descrito por
(Kumar, 2021; Padr6 et al., 2021; Ramirez, 2009) con unas modificaciones. La

metodologia se encuentra en el Anexo |.

Superoxido dismutasa (SOD)

Principio
2 Superoxido (0,) , 0, + H,0,
(Sustrato) (Producto)

La actividad de  superéxido dismutasa (SOD) se  determina
espectrofotométricamente (As¢0nm) POr 1a inhibicion de la reduccion de nitroazul de
tetrazolio (por sus siglas en inglés NBT). La metodologia se encuentra en el Anexo
l.

Tabla 8.
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Finalmente se realizd una cuantificacion de proteinas para confirmar la actividad
enzimatica, la cual se llevo a cabo bajo la siguiente metodologia del Método de

Bradford que se encuentra en el Anexo I.
Nota: se realiz6 una dilucion 1:10
Cuantificacion de Capsaicina

Se determind la cantidad de capsaicina total presente en chiles mediante

espectrofotometria. La metodologia se encuentra en el Anexo I.
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VI. Resultados y Discusion

Dentro de la experimentacion con el sonido de abejorro, la hipotesis sostiene que la
cantidad de carbohidratos totales aumenta con el estimulo del sonido de abejorro,
A continuacién, se muestran los datos promedio obtenidos del analisis de azlcares

totales por triplicado:

Polinizaciéin 1 184.7448 19.0683
Vuelo 1 176.4902 18.4220

Vuelo y Polinizacién 1 200.6819 20.9383
Ruido Blanco 1 212.0983 22.0650
Control 1 179.5377 18.7023
Polinizacioin 4 235.6376 24.8670
Vuelo 4 257.8666 27.8323

Vuelo y Polinizacién 4 219.7939 23.4720
Ruido Blanco 4 198.2189 28.4753
Control 4 254.3569 26.6093
Polinizaciéin 7 234.4359 24.6663
Vuelo 7 123.9220 17.6500

Vuelo y Polinizacién 7 204.3415 21.4577
Ruido Blanco 7 141.2387 19.9157
Control 7 186.5082 19.6013
Tabla 9. Resultados de analisis de cantidad de azUcares totales

Estos datos se analizaron para obtener los resultados de la cantidad de azucares
totales expresados en los pistilos de las flores de chile jalapefio.

Se realiz6é un analisis de datos con el programa JMP realizando un ANOVA de una

via y prueba tukey en el programa JMP lo cual arroj6 la siguiente informacion:
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Dia 1 de tratamiento:

Los cortes de los pistilos se realizaron después de la excitacion fisica del sonido, el
grafico nos muestra que el grupo Ruido Blanco y V y P obtuvieron una mayor
concentracion de carbohidratos totales, seguido del grupo Polinizacion. El grupo
control y vuelo obtuvieron los indices mas bajos, indicando que la planta responde
al sonido después de excitarla 1 vez por 20 minutos a 80dB en un horario de 18:55
hrs a 21:04 hrs. Se realiz6 un analisis ANOVA y un Tukey de 1 via con Alpha: 0.05
y p: 0.0509 (Grafica 1).

Dia 4 de tratamiento

Las plantas se sometieron a tratamiento acustico en un horario de 13:00 — 15:00

hrs, arrojando los siguientes resultados:

Los gréaficos indican que después de exponer 20 minutos, 4 dias consecutivos al
tratamiento acustico a las flores de chile jalapefio con 1 dia de antesis, el grupo con
mayor cantidad de carbohidratos totales fue el grupo Ruido Blanco, seguido del
grupo Vuelo teniendo una diferencia minima de concentracién. En 3er sitio se
encuentra el grupo control, seguido del grupo Polinizacion, quedando con menor
concentracion el grupo Vuelo y Polinizacion. Indicando que la planta reacciona
distinto que el ler dia de tratamientos, obteniendo una mayor concentracion de
azucares al ser estimulada por el sonido. Se realizo un analisis ANOVA y un Tukey
de 1 via con Alpha: 0.05 y p: 0.0483 (Gréfica 1).

Dia 7 de tratamiento

Después de 7 dias de exposicidn al sonido, se realizé un analisis ANOVA 'Y un Tukey
de 1 via con Alpha: 0.05 y p: 0.0029 (Gréfica 1) arroja los siguientes resultados
(Grafica 1):

Esos resultados son alin mas confiables, tienen mayor significancia, debido a que
hay un p: 0.0029, que nos indica mayor diferencia en los datos por tratamiento en
comparacion alap deldialy 4.
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Se contempla que el grupo polinizacion aumenté drasticamente su concentracion
de azucares totales en comparacion a dias anteriores y a otros tratamientos,
demostrando que el sonido de polinizacién aumenta la cantidad de azucares totales
después de 7 dias de exposicion por 20 minutos diarios a 80 dB en horarios
aleatorios. A pesar de que en los primeros dias no exista un aumento significativo,
esto probablemente indica que la planta reacciona al sonido de un abejorro

polinizando en un tiempo continuo de exposicion.

En 2do sitio se encuentra el grupo Vuelo y Polinizacion, el cual, ayuda a mantener
una concentracion constante de azucares totales del dia 4 al dia 7 de estimulo.

El grupo de Ruido Blanco decrecidé su concentracion de azucares totales en la
planta, del dia 1 al 7, advirtiendo que, probablemente, el Ruido Blanco no es un
sonido que pueda ser usado por un rango largo de tiempo ya que no favorece la

concentraciéon de azucares totales

El grupo de Vuelo solo aumento la concentracion de azucares totales el ler dia de
tratamiento, disminuyendo del dia 4 al 7 su concentracion, indicando que es un
sonido que no favorece la concentracién de azucares totales al ser expuesta de

forma continua en la planta.

El grupo control del dia 1 al dia 4 aumentd su cantidad de azucares totales sin
embargo del dia 4 al 7 disminuy6 su concentracién en comparacion a los grupos

con sonido.
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Cantidad de carbohidratos totales mg/g
por tratamiento y por dia

300 A
b

A AB

Polinizacion
Vuelo
2004 ; A B Vuelo y polinizacion

Ruido Blanco

Control
Alpha:0.05

Dia 1 p: 0.0509
Dia 4 p: 0.0483
1 4 7 Dia 7 p: 0.0029

100

Carbohidratos totales mg/g

Dia de tratamiento

Gréfical. Cantidad de carbohidratos totales mg/g comportamientog por dia y por

tratamiento

El Grupo Polinizacién incrementd sus niveles de concentracion de azucares totales
del dia 1 al 4 y del dia 4 al 7 baj6 ligeramente, sin embargo, en comparacién con
otros tratamientos el dia 7, este grupo obtuvo una mayor concentracion de azlicares

totales.

El grupo Vuelo muestra un incremento de contenido de azucares totales del dia 1 al
4 sin embargo del dia 4 al 7 decrece, probablemente, en un gran porcentaje su
concentracion. Indicando que no es un tratamiento apto para aplicaciéon constante

a mas de 4 dias.

El grupo Vuelo y Polinizacion se convierte en un tratamiento mas viable para
aplicacion constante, del dia 1 al 4 aumenta su concentracion de azucares totales y
del dia 4 al 7 decrece minimamente, en comparacién con otros tratamientos, el dia

7 este tratamiento ocupa el 2do lugar en concentracion de azucares, siendo asi el
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2do tratamiento viable para aumentar la cantidad de azucares totales en el néctar
del pistilo de la flor de chile jalapefio.

El grupo de Ruido Blanco a pesar de haber sido el grupo con mayor concentracion
de azucares totales el dia 1 y el 4 en comparacion a los demas tratamientos, de
forma lineal se puede observar que increment6 su concentracion del dia 1 al 4, pero
disminuyo de forma significativa al dia 7, haciendo, probablemente, a este un sonido

no viable para la aplicacion continua.

Por ultimo, el grupo control muestra que del dia 1 al 4 aumenta su cantidad de

azucares totales, pero del 4 al 7 disminuye.

Estos datos demuestran que el sonido del abejorro influye en el aumento de la
concentracion de carbohidratos totales en el chile jalapefio, en comparacion a
tratamientos control como Ruido Blanco y sin exposicién de sonido. Infiriendo asi
que las plantas se adaptan mas al sonido de polinizacion del abejorro, logrando un
aumento en concentracion de carbohidratos totales y sobre todo en que se puede
usar como un tratamiento continuo, haciendo creer a la planta que esta siendo
polinizada. Lo anterior sugiere algunos estudios que han demostrado que las flores
segregan mayor cantidad de azucares totales en el néctar mientras haya una mayor
cantidad de eventos de polinizacion (Palareti et al., 2016). Asi mismo en
comparacion con el trabajo “Flowers respond to pollinator sound within minutes by
increasing néctar sugar concentration” (Veits et al., 2019), se confirmo que el sonido
de un polinizador incrementa la cantidad de carbohidratos totales, en el estudio de
Veits se utilizo el sonido de una abeja y un sonido sintetizado con las frecuencias
de la abeja, el sonido de la abeja se grabo sosteniéndola de las patas, sin embargo
en la investigacion actual se uso6 el sonido del abejorro polinizando y volando
alrededor de una flor, no sometiendo a la abeja a algun tipo de estrés, ambos

sonidos tuvieron un efecto positivo en la produccion de azucares totales.

En la actualidad, basado en la revision de literatura realizada, solo se cuenta con el

articulo de Veits para poder comparar los resultados obtenidos en este estudio.
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El rango de frecuencias (Hz) de cada sonido se muestra a continuacion:
Vuelo: 88.47 Hz - 731.2 Hz
Polinizacién: 82.69 Hz - 215.7 Hz

Vuelo y Polinizacion: 97.4 Hz - 369.5 Hz

Resultados enziméticos tratamiento de agua corriendo
SOD

Como se ha descubierto, el aumento de las SOD habla de la generacion de
resistencia al estrés hidrico, aumentando la cantidad de SOD en la planta, es decir,

al tener produccién de SOD se genera resistencia al estrés hidrico.

Los datos arrojados de los analisis fueron sometidos a un ANOVA de una via en e
programa JMP, con un Alpha de 0.05, dichos datos arrojaron que en el caso de esta
investigacién hubo una disminucién de SOD del dia inicial al dia final del tratamiento
ya que, probablemente, el sonido pudo evitar que el mecanismo de defensa al estrés
hidrico se activara, y evitar la produccién de ROS y por ende de enzimas. Ya que el
sonido del agua hizo sentir a la planta en un ambiente sin estrés hidrico. Esto al
exponer a la planta de chile jalapefio por 7 dias al sonido de agua corriendo durante

20 minutos a 80dB en horarios al azar.

Las plantas con riego que fueron expuestos al sonido del agua corriendo obtuvieron
una mayor cantidad de SOD que el grupo que no fue regado, esto deja en discusion

si las plantas expresaron estrés por exceso de agua.

En comparacion con el estudio “Acclimation to drought stress generates oxidative

stress tolerance in drought-resistant than -susceptible wheat cultivar under field
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conditions” (Chopra . & Selote D., 2007) que durante el estrés hidrico leve y severo,
se observé un aumento significativo en la actividad de las enzimas antioxidantes
SOD, en hojas Moti aclimatadas, del mismo modo, las hojas aclimatadas de C306
mostraron una mayor actividad de SOD. Demostrando que el SOD aumenta durante
el estrés hidrico. Y en el caso del chile jalapefio con estrés hidrico y tratamiento

acustico disminuy6 la cantidad.

“‘Effect of sound wave stress on antioxidant enzyme activities and lipid
peroxidation of Dendrobium candidum” demuestra que la exposicién al estrés
acustico genera un aumento en la cantidad de SOD en hoja, tallo y raiz. Después
del tratamiento con la onda de sonido (1000 Hz a 100dB por 60 minutos), las
actividades de SOD en las hojas y los tallos aumentaron rapidamente y alcanzaron
el valor maximo en el dia 9, mientras que en las raices aumentaron lentamente en
6 dias y luego aumentaron bruscamente para alcanzar el maximo en el dia 12. Las
actividades de la SOD en las hojas, los tallos y las raices aumentaron en promedio
un 26,5%, un 17,3% y un 31,2%, respectivamente, en comparacion con el grupo de
control, y la influencia mas destacada se dio en las raices (Li et al., 2008). Respuesta
contraria al estimulo del tratamiento de agua corriendo. Posiblemente los patrones
acusticos en frecuencias y a alrededor de 1000 Hz generan mayor actividad de
SOD, aungue también la cantidad de decibeles y el tiempo que se aplicaron son

mayores.

A continuacién, se muestran los resultados y graficas de la cuantificacion de SOD

por promedio de la medicién por tratamiento.

Agua con riego - Inicial  0.3944044677
Agua con riego - Final 0.09010433116
Agua sin riego - Inicial 0.2469793851
Agua sin riego - Final 0.07047625051
Ruido blanco - Inicial 0.2200961949
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Ruido Blanco - Final 0.04810889806
Control - Inicial 0.1411117719
Control — Final 0.02964696493

Tabla 10. Datos finales de actividad de SOD

Los datos que se muestran en la siguiente gréafica indican una comparacion del dia
inicial con el dia final del tratamiento acustico de agua corriendo los cuales se
realizaron con el promedio de la medicién de cada tratamiento en conjunto, al
parecer los tratamientos acusticos hacen “creer” a la planta que tiene agua y por lo
tanto la actividad enzimatica SOD disminuye, es una posibilidad, lo cual genera
nuevas preguntas de investigacion, siendo una grafica descriptiva, puede sugerir,

no concluir:

Actividad de SOD (U/uL)
entratamietos de Agua Corriendo

05
|
= Agua con riego
S 04— 9 9
&) = Agua sin riego
O - )
) 0.3 = Ruido Blanco
()]
Z  0.24 = Control
(4]
S
> 0.1
(@]
g [
0.0-—9""1 ] |T| T ITI
PP O O O
& @& @S @S

Tiempo

Gréfica 2. Comparativo dia 1 con dia 7 en concentracién de SOD, alpha: 0.05, los

datos son un promedio de la medicién de cada tratamiento en conjunto.
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En conclusién, se sugiere que el sonido de agua corriendo no activa los mecanismos
de defensa de estrés hidrico y en consecuencia la generacion de SOD, por lo tanto,
al menos en esta actividad enzimatica no genera una resistencia al estrés hidrico,

ya que a las plantas de chile jalapefio se les interrumpié el riego por 8 dias.

POD

Esta relacionado con la eliminacion de especies de peréxido de hidrégeno y la
proteccion de la membrana celular durante lesiones mecanicas, es decir, realizan
una funcion de defensa y resistencia al estrés, el cual se ve referido en el tiempo

como se muestra en las siguientes graficas:

La actividad de POD en el chile jalapefio que fue expuesta al sonido de Agua
corriendo con riego normal, en comparacion con el inicio y el final del tratamiento
acusticos muestra un incremento en su actividad (Gréfica 4), generando asi la
conclusiéon de que el sonido de agua corriendo estresa a la planta dejando en el

tintero la hipotesis de haber generado un estrés por exceso de agua.

A los datos obtenidos se les realiz6 un analisis ANOVA de una via y Tukey en el
programa JMP, obteniendo las siguientes valores de p: Agua con riego inicial con

los siguientes valores de p: 0.5332 - Agua con riego final p: 0.0936.

Las plantas del grupo de chile jalapefio sin riego con tratamiento acustico muestra
una disminucion de POD del dia inicial al dia final del tratamiento (Gréfica 3),
demostrando que el sonido ayudé a no activar los mecanismos de defensa al estrés
hidrico al no aumentar la actividad de POD a pesar de la falta de agua, sino por el
contrario hubo una disminucién en la actividad, con solo 20 minutos de exposicion

acustica diaria por 7 dias a 80 dB.

A los datos obtenidos se les realizé un analisis ANOVA y Tukey en el programa
JMP, con un Alpha de 0.05 y los valores de p por tratamiento se observan en la

gréfica 3.
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El grupo que estuvo expuesto al Ruido Blanco muestra una disminucion en la

actividad de POD del dia de inicio al final (Grafica 3), lo cual demuestra que el

exponer a plantas de chile jalapefio al ruido blanco por 7 dias a 80dB durante 20

minutos baja la actividad de POD, haciendo mencion que las plantas tuvieron un

riego normal. A pesar de ser menor su actividad de inicio a final, no es tan

significativa como la del tratamiento de agua corriendo sin riego.

Actividad enzimatica de POD inicio y final de tratamiento de
Agua corriendo con reigo en chile jalapefio

0.20=

0.15- -

Actividad enzimatica especifica de
POD (U/mg de proteina)

Agua con riego inicial
Alpha:0.05 p:0.5332

Agua con riego final
Alpha: 0.05 p:0.0936
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Grafica 3.

Actividad enzimatica de POD inicio y final de tratamiento de

Actividad enzimatica especifica de
POD (U/mg de proteina)

Agua corriendo sin reigo en chile jalapeno

0.15=
-®- Agua sin riego inicial
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A
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Actividad enzimatica de POD inicio y final de tratamiento

Actividad enzimatica especifica de
POD (U/mg de proteina)

Control en chile jalapeno
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Comparativa de actividad enzimética de POD en grupo Agua con riego,

Agua sin Riego, Ruido Blanco y Control, promedio de la medicion de cada

tratamiento en conjunto.

A los datos obtenidos se les realizé un analisis ANOVA y Tukey en el programa

JMP, obteniendo las siguientes valores de p: Ruido Blanco inicial p: 0.8908 Ruido
Blanco final p: 0.5956, y un Alpha de 0.05.
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En cuanto al grupo control sin tratamiento acustico y con riego normal, muestra un

descenso de la actividad de POD del inicio al final del tratamiento (Gréfica 3).

A los datos obtenidos se les realizé un anélisis ANOVA y Tukey en el programa

JMP, obteniendo los siguientes valores de p: Control p: 0.0269 Control p: 0.0264.

El estudio “Effect of sound wave stress on antioxidant enzyme activities and lipid
peroxidation of Dendrobium candidum” que expuso a la Dendrobium Canpddidum a
una frecuencia de 1000 Hz a 100 dB por 1 hora durante 3, 6, 9, 12 y 15 dias
demostro que la actividad de la POD fue la mas alta en las raices, la segunda en
los tallos y la mas baja en las hojas. La actividad de la POD aumento rapidamente
cuando se tratd con el estrés de las ondas sonoras y alcanzé el valor mas alto en el
dia9 enlas hojasy las raices, mientras que en el dia 12 en los tallos. Las actividades
de la POD en las hojas, los tallos y las raices estimuladas por la onda sonora
aumentaron en promedio un 26,8%, un 7,9% y un 7,7% respectivamente en
comparacion con el control. El cambio de la actividad POD en las hojas fue el mas
significativo a la estimulacion. En comparacién los 1000 Hz al sonido de agua
corriendo, este Ultimo ayuda a disminuir la actividad de POD en condiciones de

estrés hidrico.

PROLINA

Cuando la planta es sometida a estrés hidrico, la prolina aumenta, pero al llegar a
Su punto maximo, esta disminuye y esta disminucién nos indica que hay una
resistencia al estrés hidrico, debido a que probablemente las enzimas antioxidantes

se activaron como POD y SOD.

El papel fisioloégico de la acumulacion de prolina ain no ha sido completamente
determinado, sin embargo, se sabe que aparte de actuar como un “osmorregulador”,
la acumulacion de prolina tiene otras funciones celulares importantes. La prolina

puede actuar como una fuente de N en la célula bajo condiciones de estrés, donde
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la acumulacién de este compuesto nitrogenado pudiera ser utilizada como una
forma de N almacenado (Colla et al., 2011).

Estos fueron los resultados de prolina en plantas de chile jalapefio al ser sometidas
al tratamiento acustico de agua corriendo, los cuales fueron sometidos a un andlisis

ANOVA de una via y Tukey en el programa JMP, con una p: 0.0057 y alpha de 0.05

Tratamiento Inicio Final

Agua con riego 277.6709677 199.488172

Agua sin riego 263.7763441 209.516129

Ruido blanco 291.5462366 195.4344086

Control 273.6064516 245.0172043
Tabla 11. Concentracion inicial y final de Prolina.

Concentracion de prolina en tratamientos de
Agua Corriendo en Capsucum Annuum |.

— 300=y AB A
= _ AB AB =3 Agua con riego
~ AB
o = Agua sin riego
o AB
5 200- ° B =3 Ruido Blanco
% E Control
©
S Alpha: 0.05
S 100- p: 0.0057
c
]
(&]
c
S
0 1 1
L& PR L LL
&S & @ E
Tiempo

Gréfica4. Comparativa de Prolina al inicio y final de cada tratamiento de agua

corriendo, promedio de la medicion de cada tratamiento en conjunto
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Los datos iniciales nos indican el estado de la prolina después del ler dia de
tratamiento de agua corriendo, los datos finales nos indican cémo se encontraba la
planta en el dia 7, se observd una disminucion en la cantidad de prolina, lo cual
indica que probablemente se genero resistencia al estrés hidrico en comparacion al

control al ser estimuladas con el sonido de agua corriendo.

Con lo cual se genera la suposicion de que el patrén acustico hace creer a la planta

gue se encuentra en un espacio sin estrés hidrico.

En comparacién con el estudio “Drought Induced Changes in Growth, Osmolyte
Accumulation and Antioxidant Metabolism of Three Maize Hybrids” (Anjum et al.,
2017) que trabajé con diversos tipos de maiz hibrido en diversas condiciones de
estrés hidrico (100, 80, 60, 40 % de la capacidad de campo) menciona tener un
aumento significativo en la cantidad de prolina en plantas la cudl iba en aumento
dependiendo de la falta de agua de cada grupo. Podemos notar que el uso del
sonido como elicitor fisico ayudo a bajar los niveles de prolina a pesar de la falta de

agua, caso contrario al trabajo de Anjum et al.

Asi mismo investigaciones como Alexieva et al., (2001) y Yamada et al., (2005)
observaron acumulacion de prolina en cultivos de guisantes y petunias (Petunia

hybrida), respectivamente bajo condiciones de sequia.
CAPSAICINA

La capsaicina es un compuesto que se encuentra de manera natural en los frutos,
aunqgue en distintas proporciones. Asi, el contenido de capsaicina en el chile suele

variar entre 0,1 hasta 1% en peso (Cedrén, 2013).

Para la determinacion de las graficas se usaron los siguientes datos obtenidos de
la cuantificacion de capsaicina al mezclar las muestras de cada uno de los

individuos por tratamiento:
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Tabla 12.

Agua corriendo con riego

Agua corriendo sin riego

Ruido Blanco agua corriendo

Control agua corriendo

Polinizacion

Vuelo

Vuelo y Polinizacién
Ruido Blanco abejorro

Control abejorro

1.346267287

0.980132981

1.040578824
0.949727994

0.973396547
1.021643981
1.212995128
1.095562693
1.00525806

Concentracion de Capsaicina, promedio de la medicién de cada tratamiento

en conjunto por g de chile seco de todos los tratamientos.

La Gréfica 10 nos muestra la cantidad de Capsaicina en todos los tratamientos

evaluados en esta investigacion, adelante se desglosa por tratamientos para tener

una mayor claridad de los resultados, se hizo un anélisis ANOVA de una viay Tukey

en el programa JMP con los siguientes valores de p: 0.0001 y Alpha: 0.05.

De acuerdo con la Gréfica 6 todos valores de cantidad de capsaicina se encuentran

en el punto mas alto que va del minimo 0.949727994 al maximo 1.346267287.
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Concentracion de Capsaicina por g de chile seco

de todos los tratamientos
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Control abejorro
Alpha: 0.05 p: 0.0001

Gréafica5. Capsaicina por g de chile seco frente a tratamiento de Agua Corriendo y

de Abejorro.

La concentracion de Capsaicina por g de muestra (Grafica 5) en tratamientos de

agua corriendo muestra que el tratamiento de agua corriendo con riego tiene una

mayor cantidad de capsaicina con un (1.346267287), seguido del tratamiento de
Ruido Blanco (1.040578824), Agua corriendo sin riego (0.980132981) y por ultimo
el grupo control (0.949727994). Se obtuvo una diferencia de un 29.45% entre el

tratamiento de Agua Corriendo con riego con el grupo control, con lo cual podemos

sugerir que al someter a una planta de chile jalapefio con riego normal al sonido de

agua corriendo antes de floracion por 20 minutos a 80 dB por 7 dias, aumenta la

cantidad de capsaicina en comparacion con el grupo control.
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Concentracion de Capsaicina por g de chile seco
de todos los tratamientos de Agua Corriendo
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Grafica 6. Capsaicina, promedio de la medicion de cada tratamiento en conjunto por
g de chile seco frente a tratamiento de Agua Corriendo, Alpha: 0.05 y p: 0.0001.

La concentracion de Capsaicina por g de muestra (Grafica 6) en tratamientos de
abejorro muestra que el grupo Vuelo y Polinizacion muestra un aumento superior
en comparacion con otros tratamientos, generando un 19.75 % de diferencia entre
el grupo de Polinizacion que fue el mas bajo y en comparacion al grupo control
gener6 una diferencia del 17.12%. Estos resultados sugieren que el uso del sonido
de Vuelo y polinizacion aumenta la cantidad de capsaicina en el chile jalapefio

estimulandola en etapa de floracion por 20 minutos a 80 dB durante 7 dias.

79



80

Concentracion de Capsaicina por g de chile seco
en tratamientos de abejorro
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Gréafica 7. Capsaicina, promedio de la medicion de cada tratamiento en conjunto por

g de chile seco frente a tratamiento de Abejorro. Alpha: 0.05 y p:0.0001.
RENDIMEINTO

Al realizar la cosecha se pes6 en kilogramos la cantidad de fruto por tiramiento,
donde se obtuvieron los siguientes resultados:

Agua corriendo sin riego 1.520
Agua corriendo con riego 1.68
Ruido blanco 1.384
Control 1.704
Tabla 13. Rendimiento de tratamientos de agua corriendo, promedio de la medicion

de cada tratamiento en conjunto

Con lo cual obtenemos la siguiente grafica:
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Rendimiento en tratamientos de Agua Corriendo
2.0-

3 Agua corriendo con riego

1.5 = Agua sin riego
E Ruido Blanco
Ea Control

1.0+

0.5-

Kilogramos de chile jalapefio fresco

1 1 1 1

Tratamientos

Gréfica 8. Rendimiento de tratamiento de agua corriendo , promedio de la medicién

de cada tratamiento en conjunto

Se logra observar que el grupo control obtuvo un mayor rendimiento con 1.704 kg,
sin embargo, se esperaria que la diferencia con el tratamiento de agua corriendo sin
riego fuera significativa por el estrés hidrico al cual se expuso este grupo, haciendo
solo una diferencia de 0.184 kg (10.79%) lo cual sugiere que el tratamiento acustico

ayuda a tener un buen rendimiento a pesar de la falta de agua.

El grupo de agua corriendo con riego solo tiene una diferencia de 0.024 kg, esto
indica que probablemente el sonido de agua corriendo no afecta el rendimiento.

El grupo de Ruido blanco obtuvo el menor rendimiento con 1.384 kg con 0.320 kg

de diferencia con el grupo control.

En conclusion, esto indica que el sonido de agua corriendo probablemente apoya el
rendimiento del chile jalapefio con estrés hidrico y que no afecta al mismo
exponiendo a la planta por 20 minutos a 80 dB en horarios esparcidos a lo largo del
dia por 7 dias.
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Rendimiento tratamiento de Abejorro

El rendimiento de los tratamientos de abejorro se tomo a partir de la cantidad de kg
de fruto cortado, sin embargo, dentro del invernadero no se contaba con la

polinizacion de abejorros, los resultados obtenidos fueron los siguientes:

Rendimiento tratamiento de abejorro

Tratamiento Rendimiento
Polinizacion 1.562
Vuelo 1.702
Vuelo y Polinizacién 1.892
Ruido Blanco 1.586
Control 2.098
Tabla 14. Rendimiento de tratamientos de abejorro, promedio de la medicion de cada

tratamiento en conjunto
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Gréafica9. Rendimiento de tratamiento de abejorro, promedio de la medicion de cada

tratamiento en conjunto.

El mayor rendimiento lo obtuvo el grupo control con 2.098 kg, seguido del grupo de
Vuelo y polinizacién con 1.892, en 3er sitio se encuentra el grupo de vuelo con 1.702

kg, seguido del grupo de ruido blanco y polinizacion, con solo 0.024 kg de diferencia.

Estos resultados indican que el grupo que no fue afectado por sonido obtuvo un
mayor rendimiento, sin embargo, el grupo control obtuvo una menor cantidad de
carbohidratos totales comparado con el grupo Polinizacion, Vuelo y Vuelo y
Polinizacion. Lo cual deja en el tintero una futura investigacion de si el abejorro es
capaz de identificar plantas con mayor cantidad de carbohidratos totales generados

por el sonido de polinizacion y asi aumentar el rendimiento del cultivo.
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Andlisis fisiolégico
Fotosintesis

Proceso en el cual la energia de la luz se convierte en energia quimica en forma de
azucares. En un proceso impulsado por la energia de la luz, se crean moléculas de
glucosa (y otros azucares) a partir de agua y dioxido de carbono, mientras que se

libera oxigeno como subproducto.

En las graficas 30 y 31 podemos observar el comportamiento fotosintético de las
plantas de chile jalapefio que se sometieron a tratamiento acustico de sonido de
Agua, se observa gue los grupos de agua con riego y Agua sin riego fueron los que
mantuvieron una actividad fotosintética en comparacion con los otros dos

tratamientos (Control y Ruido blanco).

El grupo control muestra una actividad menor en comparacién de todos los
tratamientos. Sugiriendo que el sonido de Agua Corriendo y Ruido Blanco estimulan

la actividad de fotosintesis en las plantas de chile jalapefio.

Estos fueron los datos arrojados del analisis de datos a los cuales se les realiz6 un
ANOVA de una via y Tukey:

Nivel P:0.0341 Pn (p.mol/m 2/5)
Agua sin riego A 122.46148
Agua con riego A B 98.76847
Control A B 67.06318
Ruido Blanco B 64.76952
Tabla 15. Datos del andlisis del dia 1 de fotosintesis
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Pn(umol/m2/s)

Nivel p:0.7722 Pn (P-m olfm 2/5)

Agua sin riego A 60.914218

Agua con riego A 60.843691

Ruido Blanco A 52.914452

Control A 42.046799
Tabla 16. Datos del andlisis del dia 4 de fotosintesis
Nivel P.0.0764 Pn {P-m ovm 2/5)

Agua con riego A 75.853221

Agua sin riego A 49.995912

Ruido Blanco A 49.494128

Control A 43.043939
Tabla 17. Datos del analisis del dia 7 de fotosintesis

Tabla 18.
Comportamiento de Fotosintesis en
tratamientos de Agua
150-
_ =3 Agua corriendo sin riego
100 = Agua corriendo con riego
Ea Ruido Blanco
Hm Control
504
0

- -
g
~ -

1 4 7 1 4 7 1 4 7
Dia de tratamiento

Gréafica 10. Fotosintesis por dia de los grupos de tratamientos de Agua Corriendo,

promedio de la medicion de cada tratamiento en conjunto.
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VIl.  Conclusiones

Esta investigacion concluyé que el sonido de abejorro aumenta la cantidad de
carbohidratos totales en flor de chile jalapefio, de una manera que podria aumentar
las posibilidades de una polinizacion cruzada y que las flores pueden funcionar
como oOrganos sensores de sonido. Las frecuencias utilizadas de una grabacion de
un abejorro polinizando podrian crearse de forma sintética y exponer a las flores a
estas frecuencias para corroborar que son frecuencias especificas las que
estimulan la produccion de carbohidratos totales o si es necesario un sonido mas

“natural”.

Al comparar los resultados de esta investigacion con lo de Veits “Flowers respond
to pollinator sound within minutes by increasing nectar sugar concentration”, donde
demuestra que el sonido de una abeja aumenta la cantidad de azucares totales
después de exponer 3 minutos a la flor Oenothera drummondii. Existe una similitud
en el rango de frecuencias entre su tratamiento mas eficaz de 50 a 1000 Hz a 95dB
y el del tratamiento de Vuelo con un rango de 88.47 a 731.2 Hz a 80dB. Con la
diferencia del tiempo, de 3 minutos a 20 minutos, dejando como posibilidad el
estudio de la cantidad de tiempo que la planta puede ser expuesta al sonido, esto,

dependiendo del objetivo de la investigacion.

Los resultados hasta ahora obtenidos sugieren que es necesario realizar una
investigacién directamente en produccién con polinizacion de abejorro Bombus
impatiens y determinar si el abejorro detecta los Carbohidratos totales producidos
con el sonido como elicitor fisico y en consecuencia aumentar el rendimiento. Asi
mismo observar si el sonido del abejorro llega o no a afectar el comportamiento del

animal polinizador.

Respecto al sonido de agua corriendo en aumento de rendimiento y resistencia al

estrés hidrico, se determind que el sonido no afecta el rendimiento en los grupos
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sometidos al sonido de agua ya que, al ser grupos en estrés, se espera que su
rendimiento sea mucho menor al del control. Se concluye que el sonido de agua
corriendo se puede convertir en una técnica para que cultivos con estrés hidrico no
disminuyan en gran porcentaje su produccion y poder disminuir la cantidad de agua
usada en la agricultura, creando una nueva linea de investigacion con el objetivo de
conocer qué porcentaje de agua se puede ahorrar al no regar y usar el sonido de
agua como estimulo y determinar cuantos dias podria soportar la planta sin agua
sin afectar su produccion. Asi mismo se sugiere que el sonido puede aumentar la
cantidad de Capsaicina en plantas de chile jalapefio con un riego normal dejando
otra investigacion posterior para determinar el aumento de capsaicina con el sonido

y aportar a la industria farmacéutica.

El andlisis enzimatico y de prolina, concluyen que la planta probablemente no activa
sus mecanismos de defensa al ser estimulada con el sonido de agua corriendo. La
etapa que podria seguir después de esta investigacion es ver hasta qué punto una

planta puede estar sin agua con el tratamiento sonoro.

El analisis de las imagenes por NDVI1 soporta el hecho de que el uso de un elicitor

fisico como el sonido no afecta la salud de la planta.

El sonido como elicitor en la agricultura protegida se acerca a ser una opcion real

con fundamentacion cientifica para su aplicacion en produccion.
Perspectivas

Dentro de la forma particular que tiene los abejorros de ver las flores, una futura
investigacién podria llevarse a cabo experimentando el color de las flores tratadas
con sonido de abejorro, en comparacion con otras que no con el objetivo de
determinar su coloracioén y conocer su relacion con la cantidad de azucares totales

disponibles para el polinizador.
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Anexo |. Metodologia de determinacion de Carbohidratos totales, SOD, POD,
Prolina'y Capsaicina.

Método de Antrona

1.

Objetivo: Determinacion de la cantidad de azUcares totales en muestra de

alimentos y mediante el método de Antrona

Alcance: Forrajes, alimentos procesados, residuos agroindustriales, etc.

Principio de la determinacion: La Antrona reacciona con las pentosas,

hexosas y sus derivados (azlcares reductores y no reductores),

generando un producto coloreado, mientras que no lo hace con

aminoazucares, trisonas y tetrosas.
Los disacéaridos son primeramente hidrolizados en azucares simples por el
medio acido, los monosacaridos resultantes, como la glucosa, en medio
acido y a altas temperaturas son deshidratados a furfurales hidroximetilos.
Este compuesto forma con la Antrona un producto de color azul — verde, con
un maximo de absorcién a 630 nm. La reaccion se debe realizar en frio para
evitar la caramelizacion.

Responsabilidades: es responsabilidad del analista portar el equipo de

proteccion como bata, lentes, guantes de nitrilo y zapatos de seguridad.

Es responsabilidad del encargado de laboratorio supervisar el desarrollo

de la metodologia y del resultado emitido.

Material: tubos de ensaye con tapon de rosca, pipetas graduadas de 5 ml,

matraces aforados de 100 ml, micropipeta 100 — 1000 pl, puntas para

micropipeta 1 ml y espatula

Equipo: Balanza analitica (BZ-2014-001), termobafio (Felisa),

centrifugadora (CF-2015-001) Y ESPECTROMETRO UV-Vis (Genesys

cbdigo)

Reactivos y soluciones

7.1 Reactivos: Antrona (319899, sigma Aidrich o similar). Acido sulftrico

al 96% (J T BAKER o similar), Acido clorhidrico al 37.3% (9535-02 J T
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Bkaer), Agua destilada (Ecopura o similar), estandar de glucosa (Hycel o
similar) y carbonato de sodio anhidrio (S2125-05, Jaimek o simila).
7.2 Soluciones:
7.2.1 Soluciones de Antrona 0.2%.
o Poner a enfriar 110 ml de H2SO4 al 96% (A2825-14, J T Baker) en
un frasco &mbar con taparosca.
o Pesar 0.2 g de Antrona (319899) y colocarlos en matraz anforado
de 100 ml . Agregar H2SO4 al 96% previamente para disolver y
aforar.
NOTA: La solucién debe ser preparada al momento y conservarse

a 4°C al resguardo de la luz en un frasco ambar.
7.2.2 HCI 2.5N

o Poner un poco de agua destilada (Ecopura) en un matraz
volumeétrico.

o Tomar 20.53 ml de HCI al 37% (9535-02) y colocarlos en el matraz
volumétrico de 1000 ml y aforar con agua destilada.

7.2.3 Estandar de la glucosa 1 mg/ml

Pesar 1 g del estandar de glucosa, colocar en un matraz volumétrico

de 1000 ml y aforar con agua destilada

Tratamiento previo de la muestra: la muestra se seca

Descripcién de la técnica

9.1 Preparacion de la curva de calibracién

La curva de calibracién se debe realizar por triplicado cada vez que se
prepare una nueva soluciéon de Antrona. La curva de calibracion no
requiere de digestion previa.

Para cada punto de la curva de calibracién se toman los ml descritos en
la tabla 7de la solucion preparado del estandar de glucosa descrito en el

punto 7.2.3. y se diluyen con agua destilada.
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9.2 Determinacion de carbohidratos totales

1.

Pesar 100 mg de cada muestra previamente molida en tubos de
ensaye con tapon de rosca (10 x 110) y anotarlo en la hoja de registro
para la determinacién de azucares totales (REG-BR-006). Al mismo
tiempo preparar un blanco de reaccion

Para la hidrdlisis, se coloca a cada tubo 5 ml de HCI 2.5N

Después se colocan a bafio maria y se dejan enfriar a temperatura
ambiente

Transcurrido el tiempo se saca el bafio maria y se dejan enfriar a
temperatura ambiente

Para neutralizar, a cada tubo se le agrega carbonato de sodio anhidro

hasta que la efervescencia cese

6. Trasvasar el contenido de cada tubo de ensaye a matraces volumétricos

de 100ml previamente identificados

7. Arrastrar el residuo de cada tubo con agua destilada hacia su

correspondiente matraz volumétrico. Aforar cada matraz volumétrico con

agua destilada, tapar y mezclar ligeramente

8. Tomar una alicuota de 15 ml de cada matraz volumétrico y colocarla en un

tubo falcon previamente identificado

9. Centrifugar a 10000 rpm durante 15 minutos. Ver instruccion de operacién
de la centrifuga (IOBR-004)
10.Colectar el sobrenadante de cada tubo falcon, tomar un alicuota de 1 mly

colocarla en un tubo de ensaye con tapon de rosca 10 x 110 identificado

11.Colocar los tubos de ensaye en un bafio frio y agregar lentamente a cada

uno 4 ml de la soluciéon Antrona y mezclar cuidadosamente

12.Sacar los tubos del bafio frio
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13.Los tubos de ensaye se colocan en un bafio maria a ebullicién durante 8
minutos. Transcurrido el tiempo se saca del bafio maria y se enfrian
rapidamente

14.De cada tubo de ensaye se toma una alicuota y se coloca en una celda de
cuarzo

15.Las muestras y la curva de calibracion se leen a 630 nm en un periodo
menor a 1 hora. Seguir la instruccion del espectrofotometro UV/VIS (10-
BR-008)

16.De la curva de calibracion se calcula la ecuacion de la regresion lineal

17.El valor obtenido de la absorbancia de cada muestra, blancos y la curva
de calibracion se registran en la hoja de registro para la determinacion de
azucares totales (REG-BR-006). Con la ecuacion obtenida de la curva de
calibracién se calcula el valor de la concentracion de azlcares totales en
las muestras

18.Los valores obtenidos de la concentracion de azucares totales de cada
muestra es revisado por el responsable del laboratorio, mismo que

delibere al cliente.
Métodologia de Prolina.

Determinacion espectrofotométrica de prolina de acuerdo al método reportado por
(Lee et al., 2018).

Condiciones
T = 100°C; pHacido; t = 60 min
Reactivos

e Acido sulfosalicilico
e Acido acético
e Ninhidrina

e Prolina
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Preparacion de Soluciones

1. Solucion de &acido sulfosalicilico al 1% (p/v). Disolver 1 g de &cido
sulfosalicilico en 80 mL de agua destilada. Posteriormente, aforar a un

volumen final de 100 mL.

2. Solucién de Ninhidrina (1.25% p/v). Disolver 1.25 g de ninhidrina en 80 mL
de acido acético. Posteriormente, aforar a un volumen final de 100 mL con

agua destilada.

3. Solucién Stock de prolina (200 uM). Disolver 0.0023026 g de prolina en 60
mL de solucion de acido sulfosalicilico al 1% (p/v). Posteriormente, aforar a

un volumen final de 100 mL con la misma solucién.

4. Extracto de la muestra. Pesar 0.03 g de la muestra vegetal y realizar la
extraccién por homogeneizacion en 1 mL de solucién de acido sulfosalicilico
(1% p/v).

Procedimiento Curva patron

1. Pipetear de la solucién Stock de prolina 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35,
40, 45, 50, 75, y 100 pL en tubos eppendorf de 1.5 mL previamente
etiquetados.

2. Afadir 0, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180, 200, 300, y 400 pL

de solucion de acido sulfosalicilico (1% p/v), respectivamente.

3. Agitar en vortex durante 10 segundos.

4 Afadir 600 pL de la solucién de ninhidrina.

5. Incubar en bafio Maria a 100°C durante 60 min.

6 Colocar en hielo durante 10 min (para detener la reaccion).
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7. Dejar reposar 5 min a temperatura ambiente.
8. Medir la absorbancia a Asionm (calibrando el espectrofotémetro con la

solucion de acido sulfosalicilico (1% p/v).

Ensayo para determinacion de prolina (microplaca)

1. En tubos eppendorf de 1.5 mL agregar 300 uL del extracto de la muestra y
600 pL de la solucion de ninhidrina, previamente etiquetados.

Incubar en bafio Maria a 100°C durante 60 min.

Colocar en hielo durante 10 min (para detener la reaccion).

Dejar reposar 5 min a temperatura ambiente.

o » DN

Colocar cada muestra determinada en una microplaca de 96 micropocitos de

UV 300 pL de cada muestra a determinacion de absorbancia.

6. Medir la absorbancia a Asionm (calibrando el espectrofotometro con la solucion
de &cido sulfosalicilico al 1% p/v).

7. Elaborar un blanco de reaccion, en el cual se sustituye el extracto de la

muestra por solucion de acido sulfosalicilico (1% p/v).
Célculos

A partir de la curva patron de concentracion de prolina (UM) versus absorbancia
()\510nm):

y=mx+b
Ecuacién 2. Curva de patron de concentracion de prolina
Donde:

y = Absorbancia (A510nm)
X = Prolina (uM)

Despejar x

x =(y-b)Im
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Sustituir el valor obtenido de absorbancia (y) en la ecuacion (2) y calcular la

concentracion de prolina en la muestra.

La determinacion de prolina se realizé sin inconvenientes dentro de la metodologia

Métodologia POD

La determinacion espectrofotomeétrica de la actividad de POD se realiza de acuerdo
con el método reportado por Kumar (2021), con modificaciones.

Condiciones experimentales
Temperatura: 25 °C

pH: 6.5

Definicién de unidad enziméatica

La actividad enzimatica se expresa como un cambio de 0.01 absorbancia mint mg-

! de proteina.

Reactivos

Bufer de fosfato - potasio (PPB) (50 mM, pH 6.5)
Peréxido de hidrogeno, solucion al 0.2 % (p/p)
Guayacol 1 %

Preparacion de soluciones

Bufer de fosfato (Fosfatos potasicos 50 mM, pH 6.5 a 20 °C). Disolver 0.7054 g
de fosfato de potasio monobasico y 3.46 g de fosfato de potasio dibasico en 150 mL
de agua destilada. Ajustar el pH a 6.5 (con acido o base, segun sea el caso). Aforar
a 250 mL.
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Solucion de peréxido (25 mM). Afadir 58.4 uL (0.0584 mL) de peroxido de
hidrégeno (50 % de pureza) en 25 mL de agua destilada, homogenizar la mezcla y

después aforar a 50 mL.

Nota: Preparar diluciones frescas para el control y la muestra, y almacenar la

solucién en un vial tapado en hielo para reducir la exposicion al aire.

Solucion de guayacol (20 mM). Afadir 112 yL de guayacol en 40 mL de agua

destilada, mezclar homogéneamente. Posteriormente, aforar a 50 mL.
Procedimiento
Preparacion del extracto enzimatico

Pesar 0.1 g de muestra vegetal en un tubo eppendorf de 1.5 mL, después afadir

500 pL de bufer de extraccion a 4 °C, y homogenizar la mezcla.

Posteriormente, agregar 500 pL de bufer de extraccibn y homogenizar

completamente.

Después agitar en vortex durante 2 min.

Centrifugar la mezcla a 12,000 rpm durante 15 min a 4 °C.
Separar el sobrenadante (extracto enzimatico) y almacenar a 4 °C.
Ensayo de actividad enzimética (en microplaca)

Colocar 300 pL de buafer de reaccion (fosfatos potasicos 50 mM, pH 6.5 a 20 °C) en
cada uno de los pocitos de la microplaca.

Después, anadir 5 uL de Guayacol 20 mM, 10 uL de peréxido de hidrogeno 25 mM

y 10 pL del extracto enzimatico.

Para el blanco, se debera afadir 5 pL de Guayacol 20 mM, 10 uL de perdxido de

hidrogeno 25 mM y 10 uL de agua destilada.
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Medir la absorbancia a Assenm Y Adazonm €N €l Multiscaner SkyHigh durante un

periodo de 20 min tomando un registro de la absorbancia cada 30 segundos.

La lectura de la reacciébn comenzé cuando la absorbancia de la reaccion fue de 0,05
y se detuvo cuando alcanzé una absorbancia de 0,1. La actividad enziméatica fue
determinada por el nivel de produccién de tetraguayacol. Los resultados se
expresaron en proteina U/mg.

Metodologia SOD.

Determinacion espectrofotométrica de actividad de SOD de acuerdo al método
reportado por Hayat et al. (2018) (Sikandar Hayat et al., 2018).

Condiciones
Tambiente; pH 7.8;1=30 min
Definicion de unidad enzimética (U)

Una unidad de actividad enzimatica se define como la cantidad de enzima (SOD)
qgue inhibe el 50% de la reduccion de NBT por superéxido generados, bajo las

condiciones del ensayo.

Una unidad de actividad enzimatica se define como la cantidad de enzima (SOD)
que realiza el 50% de la reduccién de radicales superéxidos, bajo condiciones del

ensayo.
Reactivos

e Fosfato de potasio monobasico

e Fosfato de potasio dibasico

e EDTA-Na2 (4cido etilendiaminotetraacético-disodio)
e L-Metionina

e NBT (Nitroazul de tetrazolio)
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e Riboflavina
Preparacion de soluciones

Bufer de extraccion (Fosfato de potasio 50 mM, pH 7.8). Disolver 0.7054 g de
fosfato de potasio monobasico y 3.46 g de fosfato de potasio dibasico en 150 mL de
agua destilada. Ajustar el pH a 7.8 (con &cido o base, segun sea el caso).

Posteriormente, aforar a un volumen final de 250 mL con agua destilada.

Bufer de reacciéon (Fosfato de potasio 50 mM, pH 7.8). Disolver 0.7054 g de
fosfato de potasio monobésico y 3.46 g de fosfato de potasio dibasico en 150 mL de
agua destilada. Ajustar el pH a 7.8 (con acido o base, segun sea el caso).

Posteriormente, aforar a un volumen final de 250 mL con agua destilada.

Soluciéon de EDTA-Na, 0.1 mM. Disolver 0.0033621 g en 60 mL de agua destilada

y aforar a un volumen final de 100 mL.

Solucién de Metionina 0.13 M. Disolver 1.93973 g de metionina en 60 mL de agua

destilada y aforar a un volumen final de 100 mL.

Soluciéon de NBT 0.75 mM. Disolver 0.061323 g de NBT en 60 mL de agua
destilada y aforar a un volumen final de 100 mL (almacenar en frasco oscuro y 4
°C).

Solucién de Riboflavina 0.02 mM. Disolver 0.00075272 g de riboflavina en 60 mL
de agua destilada y aforar a un volumen final de 100 mL (almacenar en frasco

oscuro y 4 °C).
Procedimiento
Preparacion del extracto enzimatico

e Pesar 0.1 g de muestra vegetal en un tubo eppendorf de 1.5 mL, después
afnadir 500 pL de bufer de extraccion a 4 °C, y homogenizar la mezcla.
e Posteriormente, agregar 500 pL de buafer de extraccion y homogenizar

completamente.
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e Después agitar en vortex durante 2 min.
e Centrifugar la mezcla a 12,000 rpm durante 15 min a 4 °C.

e Separar el sobrenadante (extracto enzimatico) y almacenar a 4 °C.

Ensayo de actividad enzimética (en microplaca)

1. Colocar 750 pL de bufer de reaccion en un tubo de eppendorf de 1.5 mL.

2. Afnadir 150 pL de EDTA-Na2 0.1 mM, 150 pL de Metionina 0.13 M, 150 pL
de NBT 0.75 mM, 150 pL de Riboflavina 'y 150 pL del extracto enzimético.

3. Para el blanco, se debera afiadir 150 pL de EDTA-Na2 0.1 mM, 150 uL de

Metionina 0.13 M, 150 yL de NBT 0.75 mM, 150 pL de Riboflavina y 150 uL

de agua destilada.

Mezclar por inversion de los tubos eppendorf.

Exponer los tubos a luz fluorescente durante 15 min (desarrollo de color).

Mezclar nuevamente por inversion de los tubos eppendorf.

N o g A

Colocar 300 puL de cada muestra de cada tratamiento con su réplica 'y blanco
correspondiente de manera ordenada en cada uno de los pocitos de la

microplaca y medir la absorbancia a As¢g,,, €n el Multiscaner SkyHigh.

Célculos
Calcular el % de reduccién de NBT, utilizando la siguiente ecuacion (1):
%Inhibicion = (1- A/B) x 100

Ecuacion 3 % de inhibicion

Donde:
A = Adseonm de la muestra de reaccion

B = Adseonm del blanco de reaccion
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A partir de la curva patron de % de inhibicion de reduccion de NBT versus actividad
de SOD

y = 8.6026 In (x) + 55.836 (ecuacion 2)
Donde:

y = % Inhibicion

X = Actividad de SOD (U/mL)

Despejar x

y—55.836 L
Xx = e 86026 (ecuacion 3)

Ecuacion 4. Calcular la actividad de SOD

Sustituir el valor de % inhibicion (y) obtenido de la ecuacion (1) en la ecuacion (3) y

calcular la actividad de SOD (x)
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Gréfica 11. Actividad SOD
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Método de Bradford
Principio:

La cuantificacion de proteinas por el método de Bradford consiste en la
cuantificacion de la union de un colorante (Azul de Coomassie G-250), a la proteina,
comparando esta uniéon con la de diferentes cantidades de proteina estandar
(Albumina de Suero Bovino “BSA”).

Cuantificacion:

La cuantificacion de proteina por este método se hace por espectrofotometria,
midiendo la absorbancia a 595 nm, y tomando como referencia una curva de

calibracion de la proteina estandar.

Reactivos:

Colorante Azul Brillante de Coomassie G-250
Reactivo de Bradford (2-8 °C)

Agua destilada

Estandar de proteina (BSA 0.25 mg/mL) (-20°C)
Buffer TrisHCI 1 M (pH 6.8)

o k~ w0 DN PF

Preparacion del buffer de extraccion (TrisHCI 1 M, pH 6.8)

mol g

mTris —HCl =1 x 157.56

0.025 L = 3.939
mol * g

Ecuacioén 5 Preparacion de buffer de extraccion

1. Pesar 3.939 g de Tris-HCl y disolver en 15 mL de agua destilada.
2. Ajustar pH a 6.8.
3. Aforar a 25 mL.
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Extraccion de proteina

1.

2.

Homogeneizar 100 mg de muestra foliar en 0.5 mL de buffer TrisHCI 1 M (pH
6.8).
Centrifugar a 13,000 rpm durante 20 min, 4 °C.

Preparacion de solucion estandar de proteina (BSA 0.25 mg/mL)

1.

Pesar 2.5 mg de BSA y disolverlo en 10 mL de agua destilada.

Preparacion de reactivo de proteina “Bradford” (100 mL)

1.

o gk~ WD

Pesar 10 mg del colorante Azul Brillante de Coomassie G-250 y disolver en
5 mL de etanol (95 %).

Adicionar 10 mL de acido fosforico al 85 % (p/v).

Cuando se haya disuelto, agregar la solucién a 50 mL de agua destilada.
Aforar a 100 mL.

Filtrar con papel filtro Whatman N°1.

Mantener en botella de color &mbar a temperatura ambiente.

Las concentraciones finales son: 0.01 % Azul Brillante de Coomassie G-250, 4.75

% etanol, 8.5 % &acido fosforico.

El reactivo de Bradford debe ser de color marrén claro. Si aparece coloracion azul

se debe filtrar nuevamente. Este reactivo es estable durante varias semanas.

Curva de calibracion

1.

2.

Preparar una solucion estandar de proteina (Albumina de Suero Bovino) a
0.25 mg/mL (250 pg/mL).

Preparar diluciones del estandar de proteina (0.5, 1, 5, 10, 15, 20, 25, 50, 75,
100 y 250) en microtubos eppendorf de 2 mL, por duplicado. El volumen de

las disoluciones es de 1.5 mL.
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Volumen de la
Concentracion solucion Buffer Reactivo
N° Albumina Suero estandar de TrisHCI 1 M | Bradford
Bovino (ug/mL) proteina “BSA" (uL) (1250pL)
(0.5 mg/mL)
(ML)
1 0 0 250 1250
2 0.5 0.5 2495 1250
3 1 1 249 1250
4 5 5 245 1250
5 10 10 240 1250
6 15 15 235 1250
7 20 20 230 1250
8 25 25 225 1250
9 50 50 200 1250
10 75 75 175 1250
11 100 100 150 1250
12 250 250 0 1250
Tabla 19. Preparar diluciones del estandar de proteina

3. A cada microtubo adicionar 1250 uL del reactivo de Bradford, mezclar con
agitador vortex e incubar la reaccién durante 2 min a temperatura ambiente.
El volumen final es de 1.5 mL.

4. Medir la absorbancia a 595 nm en un espectrofotometro, en un plazo no
mayor de 1 h.

5. Realizar la curva de calibracion graficando la Ases vs la concentracion de

proteina estandar.
Ensayo cuantificacion de proteina (microplacas)

1. A 50 pL del extracto adicionar 250 puL del reactivo de Bradford.

103



104

2. Mezclar e incubar la reaccién durante 2 min a temperatura ambiente.
3. Medir la absorbancia a 595 nm en un espectrofotémetro, en un plazo no

mayor de 1 h.
Metodologia Cuantificacion de Capsaicina.

Para la obtencion de los extractos, se pesaron 0.1 g de muestra de fruto de chile
liofiizado en una balanza analitica serie 321 LS (Precisa, Suiza) con 1 mL de
metanol al 100 % (v/v) (J.T. Baker; Xalostoc, México); la extraccién se realizd
protegiéndose de la luz. La mezcla se incub6 durante 2 h en un bafio de sonicacion
Branson 1510R-MT Ultrasonic Cleaner (Branson Ultrasonics Corporation, México),
con una frecuencia de 42 kHz. Los extractos se centrifugaron a 15,000 rpm durante
15 min, en una Microcentrifuga Velocity 15y (Dynamica, Reino Unido). Para la
cuantificacion de capsaicina, se realizaron diluciones de cada extracto con metanol
(1:10) y se midi6 su absorbancia a una longitud de onda (A) de 280 nm en un
espectrofotometro UV-vis Halo XB-10 (Dynamica, Reino Unido), en celdas de
cuarzo (Ceron-carrillo et al., 2015). Para realizar la curva de calibracion se prepar6
una solucién stock de capsaicina con una pureza = 95 % (Sigma-Aldrich, Canada)
(1 mg/mL) y a partir de esta se prepararon concentraciones estandar de capsaicina
desde 0 hasta 0.1 mg/mL, para un volumen de 1 mL, como se presenta en la tabla
17.

Concentracion de Cantidad de soluciéon Cantidad de metanol
capsaicina (mg/mL) stock (L) (uL)

0 0 1000

0.005 10 990

0.01 20 980

0.015 30 970

0.02 40 960

0.025 50 950
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0.03 60 940
0.035 70 930
0.04 80 920
0.045 90 910
0.05 100 900
0.1 200 800

Tabla 20. Concentraciones de capsaicina para curva de calibracion.

Tabla 21.
Curva de Calibracion Capsaicina
1.000

Absorbancia

0.800 y =9.1542x-0.0029
R?=0.9911

0.600
0.400
0.200
0.000

0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1

-0.200 -
Concentracién Glifosato (mg/mL)

Figura 12. Curva de calibracion de Capsaicina
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