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Resumen
Las plantas que experimentan falta de riego sufren estrés hidrico, lo que provoca la
modificacion de sus propiedades mecéanicas. Estos cambios incluyen una compleja
red de sefiales quimicas vy fisicas derivadas de ajustes estructurales e hidraulicos.
Dichos micro movimientos suceden a diferentes frecuencias, asi como las
generadas por insectos y el zumbido de las abejas. Por lo tanto, las frecuencias han
sido utilizadas como un tipo de estresor fisico en plantas, abriendo un campo de
investigacion para la seleccién de frecuencias con mayor potencial para ejercer
cambios metabolicos en las plantas. Este trabajo tuvo como objetivo obtener y
aplicar patrones de vibracion, a través de emisiones acusticas relacionadas con
vibraciones caracteristicas del estrés hidrico bajo (LHS), estrés hidrico medio (MHS)
y estrés hidrico alto (HHS) para evaluar su efecto en plantas sanas y regadas en
dos etapas de desarrollo. En esta investigacion se midieron sefiales de vibracién de
plantas con estrés hidrico, identificadas como patrones vibratorios, con vibrometria
laser. Asimismo, se generaron sonidos creados a partir de frecuencias vibratorias
identificadas en las plantas, bajo la hipétesis de que, el sonido se trasporta a través
de aire mediante cambios de presion en el mismo que, al impactar algun tejido o
cuerpo, tienen potencial para comunicar informacion sobre la condicién fisiol6gica
de la planta,. En la etapa vegetativa, se evalud la expresion de genes relacionados
con las respuestas antioxidantes. Los tratamientos acusticos LHS, MHS y HHS
regularon al alza la peroxidasa (Pod) (~ 2,8, 1,9 y 3,6 veces el cambio,
respectivamente). Los genes de superoxido dismutasa (Mn-sod) y fenilalanina
amonio liasa (pal) fueron regulados positivamente por HHS (~ 0,23 y ~ 0,55 veces
de cambio, respectivamente). El gen de la chalcona sintasa (chs) fue inducido por
MHS (cambio de ~ 0,63 veces). En la etapa de fructificacién, el tratamiento con MHS
indujo un aumento significativo de capsaicina (incrementd 5,88 veces),
probablemente a través de la activacion de los genes pat3 y kas. Se demostr6 que
la respuesta de las plantas a las emisiones acusticas es sensible a sus propias
frecuencias de vibracion naturales, sugiriendo que, las sefiales de vibracion,

aplicadas mediante sonidos, tienen potencial para aplicaciones agricolas.

Palabras clave: Estrés hidrico, frecuencias, Fito acustica, frecuencias, capsaicinoides.



Abstract

Plants that experience a lack of irrigation suffer hydric stress, which causes the
modification of their mechanical properties. These changes include a complex
network of chemical and physical signals derived from structural and hydraulic
definitions. These micro-movements happen at different frequencies, as well as
those by insects and the buzzing of bees. Therefore, frequencies have been used
as a type of physical EU stressor in plants, opening a field of research for the
selection of frequencies with the greatest potential to exert metabolic changes in
plants. This study aimed to obtain and apply vibration patterns, through acoustic
emissions related to vibrations characteristic of low water stress (LHS), medium
water stress (MHS), and high-water stress (HHS) to evaluate their effect on healthy
plants and irrigated in two stages of development. In this research, vibration signals
of plants with water stress, identified as vibration patterns, were measured with laser
vibrometry. Likewise, sounds created from vibratory frequencies identified in plants
were generated, under the hypothesis that sound is transported through the air
through pressure changes in it that, when impacting any tissue or body, have the
potential to communicate. information on the physiological condition of the plant,
such as water stress. In the vegetative stage, the expression of genes related to
antioxidant and hydric responses to stress was evaluated. LHS, MHS, and HHS
acoustic treatments upregulated peroxidase (Pod) (~2.8, 1.9, and 3.6-fold change,
respectively). Superoxide dismutase (Mn-sod) and phenylalanine ammonia-lyase
(pal) genes were upregulated by HHS (~0.23 and ~0.55-fold change, respectively).
The chalcone synthase (Chs) gene was induced by MHS (~0.63-fold change). At the
fruiting stage, MHS treatment induced a significant increase in capsaicin (increased
5.88-fold), probably through the activation of At3 and Kas genes. The response of
plants to acoustic emissions is found to be sensitive to their natural vibrational
frequencies, suggesting that sound-enforced vibration signals have the potential for
agricultural applications.

Keywords: Hydric stress, frequencies, Phyto- acoustic, frequencies, capsaicinoids.



l. Introduccién

Uno de los principales factores que afectan la supervivencia de una planta es la
sequia que aparece cuando el suministro de agua a las raices es limitado o la
pérdida de agua por efecto de su propia transpiracion es muy alta. No obstante, el
estrés vegetal es parte del ciclo de vida de la planta, pero también conduce a
pérdidas de cultivos y el 75% es debido al estrés ambiental (Ghosh et al., 2017). En
el caso de la sequia, los dafios causados son impredecibles debido a los cambios
en los patrones de lluvia, la capacidad variable de retencién de humedad del suelo
y el posible aumento de las pérdidas de agua por evapotranspiracion (Fahad et al.,
2017; Pandey et al., 2017). En este sentido, la situacién de escasez global de agua,
el crecimiento de la poblacion y el cambio climético, hacen que conservar el agua y
asegurar la produccion de cultivos sea un tema interés en la investigacion
relacionada a la fisiologia vegetal (Mardani et al., 2017).

México ha sufrido episodios criticos de sequia severos que han afectado hasta el
40% de la productividad agricola (Velasco, 2014). Por esta razon, el manejo de los
cultivos ha generado interés desde la agricultura de precision y el manejo de los
biosistemas, entendiéndose que un cultivo se comporta como un sistema biolégico
complejo que presenta multiples interacciones con su entorno.

Para resolver probleméticas que involucran la respuesta fisioldgica de las plantas a
determinadas condiciones de estrés ambiental, es preciso abordar fenbmenos
implicados en diferentes areas del conocimiento, ya que esta informacién puede
contribuir a entender mecanismos de tolerancia naturales de las plantas y
aprovechar los mismos como estrategias de bioestimulacion de manera innovadora
y resiliente.

Entre los factores ambientales circundantes al entorno de la planta, intervienen
caracteristicas fisicas, tal como el contacto directo y el sonido transmitido a través
del aire. Con respecto a estos, se ha sugerido que, las ondas vibratorias emitidas a
través de altavoces tienenefectos de mayor supervivencia a la sequia en plantas
Arabidopsis thaliana y arroz (Jeong et al., 2014). También se demostro que el sonido
induce la activacion del metabolismo secundario y subsecuente produccion de
fitohormonas, compuestos organicos volatiles (VOC) por sus siglas en inglés
(L6pez-Ribera and Vicient, 2017; Kollasch et al., 2020). Recientemente, el uso de
frecuencias acusticas especificas demostré una regulacién positiva de los genes
sensibles al calor (hsfa3, smxI7 y athsp101), sugiriendo que la vibracion ejercida por
sonidos (SV) y las emisiones acusticas (EA) podrian tener un efecto positivo para
acondicionar los cultivos contra futuras tensiones ejercidas por el calor (Bhandawat
et al.,, 2020). Eso implica también que, el sonido podria generar una forma de
aprendizaje asociativo, definido como un componente esencial del comportamiento
adaptativo de las plantas (Gagliano et al., 2016), desencadenando la expresion de

genes de estrés por calor, como se reportd para la planta Arabidopsis ( Kim et al.,



2020). Por lo anterior, si las plantas pueden distinguir el sonido tipico de los
herbivoros provocando la activacion de sus mecanismos de defensa, existe
evidencia de su capacidad para diferenciar e identificar sonidos y tacto. Todo esto
a través de la mecanopercepcion y otros mecanismos complejos a los que se le
atribuyen “cognicion” (Mishra y BEA, 2019).

Por otro lado, la literatura sugiere que pequefas dosis externas de estrés, pueden
conferir tolerancia a las plantas a través de la estimulacion de los sistemas de
proteccion. Asi se ha propuesto también que, los sonidos ejercen efectos en las
plantas al causar cambios de presion en el aire, impactando el tejido vegetal
ejerciendo un estimulo mecanico ligero y no visible. Por ejemplo, la sobreproducciéon
de metabolitos secundarios como moléculas sefalizadoras involucradas en la
regulacion de reacciones bioquimicas y sintesis de compuestos con funcién
protectora (Vazquez-Hernandez et al., 2019).

En este sentido, patrones especificos de vibracion podrian actuar como ondas
mecanicas y funcionar como sefial fisica entre planta-planta y medio ambiente-
planta. Asi, de acuerdo con la literatura, el sonido tiene potencial generar respuestas
de adaptabilidad fisiolégica ante factores de estrés. Por lo tanto, es necesario
generar investigaciones que permitan medir y asociar estados fisioldégicos en
términos de vibracion, asi como validar la aplicacion de ciertos sonidos elaborados
a partir de sefiales obtenidas de las plantas y asi evaluar su efecto en cambios
fisioldgicos, bioquimicos y/ moleculares, de tal manera que sea posible obtener
beneficios agronémicos o biotecnolégicos mediante la aplicacion de dichos sonidos.
Asimismo, conviene establecer la experimentacibn en modelos biolégicos de
importancia econémica para la agricultura.

Las plantas de chile jalapefio, Capsicum annuum L. cuya importancia agricola a
nivel mundial y relevancia para la agricultura mexicana, ha incrementado un 25% la
Gltima década, esto se debe a su alto valor nutricional y contenido de fitoquimicos
exclusivos de la especie, principalmente capsaicinoides (Mardani et al., 2017b;
Roberto E. Rosales, 2017). Estos compuestos son reconocidos por sus
aplicaciones farmacéuticas en animales y humanos y aprobados por la
administracion de alimentos y medicamentos (FDA y EFSA) (Basith et al., 2016).
Por lo tanto, el objetivo de esta investigacion fue dilucidar la respuesta bioquimicay
fisiologica de plantas de chile sanas, a patrones acusticos generados a partir de
patrones de frecuencias de vibracién detectados en plantas de chile bajo diferentes

niveles de estrés hidrico.



Il. Antecedentes y fundamentacion teorica

Diversos organismos utilizan las ondas de sonido o las vibraciones para orientarse
y comunicarse. La evidencia de que las plantas tienen a su disposicién una gran
variedad de modalidades sensoriales ha sido reportada y discutida en la literatura
(Karban, 2015). Algunos trabajos sugieren que la comunicacion entre las plantas,
ademas de darse en forma sefales quimicas al igual que los animales, es también
dependiente de la propagacion de ondas, tal como las ondas de luz, ondas acusticas
y electromagnéticas. Asi, la recepcion y procesamiento de la energia alojada en
dichas ondas, permite obtener informacion sobre el entorno cercano o distante
(Khait et al., 2019). En efecto, para percibir vibraciones sonoras y / o mecanicas, la
plantas, han demostrado tener una particular forma de percepcion, aunque se
desconoce un érgano especifico en ellas que sea capaz de percibir el sonido. A
pesar de esto, desde el 2013 se replanted la investigacién de los mecanismos
biofisicos y fisiolégicos involucrados en la capacidad de las plantas para detectar y
utilizar sonidos como una habilidad sensorial, ya fueran en forma de vibraciones
propagadas por medio del sustrato de crecimiento o sonidos transmitidos a través

del aire (Gagliano, Mancuso, et al., 2012; Gagliano, Renton, et al., 2012).

[I.1 Fendmeno acustico y su relacion con las plantas

Los estimulos fisicos a los que se someten las plantas de forma natural son
variados. Especificamente, las EA se pueden describir como ondas elasticas y
transitorias que se generan a partir de la tension de energia liberada cuando se
producen cambios microestructurales en un material determinado, el cual es
comunmente el aire (Gholizadeh et al., 2015).

Cabe resaltar que las caracteristicas fisicas de los sonidos le atribuyen un gran
potencial biolégico de sefializacién para transportar “informacion” con relevancia
ecolégica, ya que algunos trabajos dan indicios de que dichas sefiales fisicas
indicarian a la planta el estado del entorno inmediato, el cual es vital para el
desarrollo de esta.

Las ondas mecanicas estan naturalmente presentes en el medio ambiente y
conllevan datos del entorno circundante, como, por ejemplo, la presencia de
polinizadores, herbivoros, condiciones climaticas y recursos como el agua e incluso,
la escasez de ésta (Khait et al., 2019). Recientemente se retomé el campo de
investigacion que involucra el cuestionamiento directo sobre si las plantas pueden
percibir y/o, como algunos autores lo mencionan, “escuchar” el sonido. En este
sentido se ha delimitado aun mas el término bioacustica, a uno especifico en las
plantas, la fitoacustica(l. Khait et al., 2019) Haga clic o pulse aqui para escribir texto.
Se ha propuesto en diversos estudios que, las EA y su aplicaciéon en forma de
tratamientos sonoros, podrian tener un valor significativo y sofisticado de
adaptabilidad, reconocimiento y aprendizaje del entorno. Incluso, algunos trabajos

han reportado el aporte de beneficios a sistemas de produccion agricola (Hassanien



et al., 2014; Jung et al., 2018).

Asimismo, la evidencia sugiere que las plantas son capaces de procesar las
propiedades del soporte mecanico que tienen para adaptar su estructura en funcioén
de la disponibilidad de agua y luz. Ademés, estan dotadas de una forma de
percepcion que suscribe un comportamiento anticipatorio y dirigido a objetivos
(Ceccarini et al., 2020). Todo lo anterior justifica el interés en los efectos del sonido
en las plantas, ya que, en el conocimiento de sus mecanismos de respuesta
converge el interés agricola y biotecnolégico por su potencial como elicitor / estresor
(Alvarado et al., 2019; Ramirez-Estrada et al., 2016).

Se ha sugerido que el uso de factores de estimulacién exodgena en diversos cultivos
es una tendencia que pretende adaptar estrategias enfocadas a aumentar la
resiliencia de los cultivos y con el menor impacto ambiental posible y generando
alimentos que tengan mayor aceptacion por parte de los consumidores (Caicedo-
Lopez et al., 2021; Fernandez-Jaramillo et al., 2018).

Por otro lado, las EA también se han considerado como una sefal que la misma
planta es capaz de generar debido a un proceso dindmico, tal como la mecéanica
involucrada en sus procesos de ajustes hidricos, en los que tiene lugar el transporte
de agua y masa. Este movimiento responde un flujo que abarca todo el tejido vegetal
(Geitmann et al., 2019; Niklas et al., 2006). De hecho, las EA se consideran como
una variable decisiva en el comportamiento fisioldgico de las plantas y han sido
utilizadas para investigar el estrés de las plantas inducido por la sequia (De Roo et
al., 2016).

No obstante, existe una amplia inconsistencia en los dispositivos utilizados para
medir EA en plantas, asi como en los instrumentos y emisores de sefiales conocidos
como actuadores que, son utilizados para la aplicaciéon de tratamientos sonoros.
Distintas publicaciones presentan una alta variabilidad en la ubicacion del
instrumento de medicién con el que se ha pretendido descifrar diversas sefiales en
las plantas. Asi también, el tiempo de medicion, como el uso de filtros de anchos de
banda para bloquear el ruido experimental, la definicibn de condiciones
ambientales, entre otras. Todo esto limita la reproducibilidad de las mediciones y la
obtencion de resultados similares, en cuanto a la exploracion del comportamiento
de algunas especies de interés. De esta manera, muy pocos estudios sobre
aplicaciones de sonido justifican la relevancia biolégica de utilizar algunos patrones
acusticos, constituidos por una o varias frecuencias, siendo que las plantas, en su
ambiente natural, estan bajo el entorno de sonidos compuestos por multiples
frecuencias. Por lo anterior, se abre la oportunidad a un campo de estudio detallado
en el que pudiesen explorarse la relacion entre los patrones acusticos, intensidades
de nivel de presion acustica y los cambios consecuentes asociados a un estado
fisiologico de interés. Asimismo, muy pocos estudios sobre aplicaciones de EA

conocen patrones o las componentes especificas de frecuencias y amplitudes



generadas debido a un estado fisioldgico asociado.

[1.2 Principios mecéanicos de la fitoacustica. sustrato de crecimiento o sonidos
transmitidos a través del aire (Gagliano, Mancuso, et al., 2012; Gagliano, Renton,
et al., 2012).

[.2 Fendmeno acustico y su relacidén con las plantas

Los estimulos fisicos a los que se someten las plantas de forma natural son
variados. Especificamente, las EA se pueden describir como ondas elasticas y
transitorias que se generan a partir de la tension de energia liberada cuando se
producen cambios microestructurales en un material determinado, el cual es
comunmente el aire (Gholizadeh et al., 2015).

Cabe resaltar que las caracteristicas fisicas de los sonidos le atribuyen un gran
potencial biolégico de sefializacién para transportar “informacion” con relevancia
ecoldgica, ya que algunos trabajos dan indicios de que dichas sefales fisicas
indicarian a la planta el estado del entorno inmediato, el cual es vital para el
desarrollo de esta.

Las ondas mecanicas estan naturalmente presentes en el medio ambiente y
conllevan datos del entorno circundante, como, por ejemplo, la presencia de
polinizadores, herbivoros, condiciones climaticas y recursos como el agua e incluso,
la escasez de ésta (Khait et al., 2019). Recientemente se retomd6 el campo de
investigacion que involucra el cuestionamiento directo sobre si las plantas pueden
percibir y/o, como algunos autores lo mencionan, “escuchar” el sonido. En este
sentido se ha delimitado aun mas el término bioacustica, a uno especifico en las
plantas, la fitoacustica (Khait et al., 2019).

Se ha propuesto en diversos estudios que, las EA y su aplicacion en forma de
tratamientos sonoros, podrian tener un valor significativo y sofisticado de
adaptabilidad, reconocimiento y aprendizaje del entorno. Incluso, algunos trabajos
han reportado el aporte de beneficios a sistemas de produccion agricola (Hassanien
et al., 2014; Jung et al., 2018).

Asimismo, la evidencia sugiere que las plantas son capaces de procesar las
propiedades del soporte mecéanico que tienen para adaptar su estructura en funcion
de la disponibilidad de agua y luz. Ademas, estan dotadas de una forma de
percepcion que suscribe un comportamiento anticipatorio y dirigido a objetivos
(Ceccarini et al., 2020). Todo lo anterior justifica el interés en los efectos del sonido
en las plantas, ya que, en el conocimiento de sus mecanismos de respuesta
converge el interés agricola y biotecnolégico por su potencial como elicitor / estresor
(Alvarado et al., 2019; Ramirez-Estrada et al., 2016).

Se ha sugerido que el uso de factores de estimulacién exdgena en diversos cultivos
es una tendencia que pretende adaptar estrategias enfocadas a aumentar la

resiliencia de los cultivos y con el menor impacto ambiental posible y generando



alimentos que tengan mayor aceptacion por parte de los consumidores (Caicedo-
Lopez et al., 2021; Fernandez-Jaramillo et al., 2018).

Por otro lado, las EA también se han considerado como una sefal que la misma
planta es capaz de generar debido a un proceso dindmico, tal como la mecéanica
involucrada en sus procesos de ajustes hidricos, en los que tiene lugar el transporte
de agua y masa. Este movimiento responde un flujo que abarca todo el tejido vegetal
(Geitmann et al., 2019; Niklas et al., 2006). De hecho, las EA se consideran como
una variable decisiva en el comportamiento fisioldgico de las plantas y han sido
utilizadas para investigar el estrés de las plantas inducido por la sequia (De Roo et
al., 2016).

No obstante, existe una amplia inconsistencia en los dispositivos utilizados para
medir EA en plantas, asi como en los instrumentos y emisores de sefiales conocidos
como actuadores que, son utilizados para la aplicacion de tratamientos sonoros.
Distintas publicaciones presentan una alta variabilidad en la ubicacion del
instrumento de medicién con el que se ha pretendido descifrar diversas sefales en
las plantas. Asi también, el tiempo de medicion, como el uso de filtros de anchos de
banda para bloquear el ruido experimental, la definicibn de condiciones
ambientales, entre otras. Todo esto limita la reproducibilidad de las mediciones y la
obtencion de resultados similares, en cuanto a la exploracion del comportamiento
de algunas especies de interés. De esta manera, muy pocos estudios sobre
aplicaciones de sonido justifican la relevancia biol6gica de utilizar algunos patrones
acusticos, constituidos por una o varias frecuencias, siendo que las plantas, en su
ambiente natural, estdn bajo el entorno de sonidos compuestos por multiples
frecuencias. Por lo anterior, se abre la oportunidad a un campo de estudio detallado
en el que pudiesen explorarse la relacion entre los patrones acusticos, intensidades
de nivel de presion acustica y los cambios consecuentes asociados a un estado
fisiologico de interés. Asimismo, muy pocos estudios sobre aplicaciones de EA
conocen patrones 0 las componentes especificas de frecuencias y amplitudes
generadas debido a un estado fisiol6gico asociado.

[1.3 Principios mecéanicos de la fitoacustica.

Una reciente revision describio la mecéanica de las interacciones fluido-estructura en
las plantas, ademas de la relacion entre la mecéanica, la estatica. El reporte describio
la mecanica de las interacciones fluido-estructura en las plantas, ademas de la
relacion entre la mecanica, la estatica y la dinamica en las interacciones planta-
fluido. Asi, esta informacion indica las fuerzas a las que estan expuestas las plantas
por el flujo de agua o el movimiento del viento (Gosselin, 2019). En este sentido,
para establecer los fundamentos implicados en la percepcion del sonido, conviene
considerar que, en la percepcion de determinadas ondas o estimulos
mecanicamente ligeros, convergen en fendmenos aun poco analizados. La razén

podria implicar la alta diversidad de modelos biolégicos en la naturaleza y el sin fin



de condiciones que afectan las propiedades biomecéanicas de los mismos. Por otro
lado, también es posible referir algunos estudios que han profundizado en dichos
fendémenos. Por ejemplo, en cuanto a la frecuencia de vibracién de las plantas, se
identifico por medio de vibrometria laser que, las plantas vibran a una velocidad de
desplazamiento de acuerdo su estado hidrico, demostrando que, el agua presente
en el tejido afecta los modos de vibracion y la frecuencia natural de las plantas
(Caicedo-Lopez et al., 2020). Dichos resultados fueron tedrica y experimentalmente
modelados matematicamente en hojas de Brassica rapa var. perviridis (Sano et al.,
2015).

Otro estudio se enfoco en la vibracibn como una herramienta de fenotipificacion por
medio de imagenes, utilizando plantas excitadas mediante cortos pulsos de aire
(normalmente 100 ms). EI movimiento resultante es grabado por una camara de
video de alta velocidad (100 fotos por segundo) para probar el comportamiento
mecanico de la planta en varias direcciones y su correlacién de espacio y tiempo,
para pantas de tabaco (Nicotiana benthamiana K.), trigo (Triticum EAstivum L.) y
alamo (Populus sp.). En el tabaco se demostrd que el estrés hidrico disminuyd la
frecuencia libre en un 15%, mientras que en trigo detectaron variaciones de menos
de 1 g en la masa de espigas ( De Langre et al., 2019) .

En tal sentido, resulta de interés explicar la interaccion entre las leyes fisicas y las
propiedades bioldgicas de la planta. Ademas, podria ser fundamental para descifrar
porqué existe una mayor respuesta fisiolégica, genética y metabolémica bajo la
exposicidon de algunos sonidos y no a otros, tal como sucede en los procesos de
polinizaciéon. ¢Podria existir un fenbmeno de resonancia entre el zumbido de los
insectos y las flores? Aunque no se ha planteado en estos términos, en el cuadro 1,
se muestran reportes destacados de los efectos del sonido en las plantas.
Recientemente, un aporte de esta relacién entre el sonido y los cambios en plantas
indic6 que las flores de (Oenothera drummondii H.) podrian servir como un érgano
sensorial, debido a una relacion entre la vibracion y la produccién de néctar. Los
autores utilizaron sefales de sonido artificiales y grabaciones reales de abejas (Apis
mellifera), encontrando que las grabaciones del sonido natural del aleteo
incrementaban significativamente el contenido de azucares en la flor, asi como
también lo hacia la exposicion a bajas frecuencias (Veits et al., 2019).
Recientemente se reportd que las algas producen un sonido particular durante la
fotosintesis, sugiriendo que, el ruido resulta de la formacién de oxigeno y liberacion
de oxigeno proveniente de los flamentos de las algas. La burbuja crea una fuente
de sonido monopolar que se distribuye en el tejido. Esta explicacion es util para la
cuantificacion de oxigeno en algas. Los resultados muestran que las algas pueden
producir sonido en circunstancias normales y que el sonido se produce en la banda
de 2 a 20 kHz (Cai et al., 2016; Frongia et al., 2020).

Autores también han propuesto que las plantas pueden emitir sonidos en rangos



ultrasénicos (36 a 51 kHz) de forma remota o esporadica, de acuerdo con
condiciones especificas de estrés como: corte, sequia, entre otros (Itzhak Khait et
al.,, 2018). No obstante, algunos estudios hacen referencia a unidades no
reconocidas desde el area acustica, tal como el nUmero de picos de sonido y en
intensidad de la sefial sin especificar una asociacion entre lo biologico y lo acustico.
De tal manera que, existe una amplia incertidumbre sobre la validez de la
instrumentacion utilizada para mediciones de sonidos “emitidos” por las plantas.
También, la generacion de sefiales dependera de la especie y sus respectivas
caracteristicas geomeétricas en cuanto a masa Yy rigidez, por lo que se cree que la
caracterizacion de sefiales acusticas podria presentar altas variaciones entre
individuos de distintas especies. Por otro lado, se considera que al igual que el tacto,
el sonido es una fuerza mecénica externa que interactia Unicamente con la
superficie de la planta (Lopez-Ribera and Vicient, 2017).

Con respecto a los diversos fendmenos que implica la emision y recepcion de
sefales, otros trabajos de revisibon han mencionado que el fendmeno de
“resonancia” podria jugar un papel relevante en las interacciones biolégicas de
organismos como la planta y su medio de desarrollo. Esto se abordd en la revision
de (Gosselin, 2019), en la que se hace referencia a dicho fenémeno en los érganos
de la planta. Por lo tanto, es posible que la accion de las algas y las olas podria
relacionarse por resonancia si su frecuencia (w) esta cerca de una de las
frecuencias naturales de la planta.

Cabe resaltar que la informacion revisada sugiere que, si la frecuencia de
resonancia de un objeto esta dictada por las propiedades del material, la geometria
y la masa, estas propiedades biofisicas podrian contemplarse para aplicar
tratamientos acusticos especificos que generen un efecto de resonancia con mayor

potencial para respuestas de interés en las plantas.

I.4 Emisiones acusticas y la expresion de genes y proteinas

La explicacion que existe entre la aplicacion de sonido y su efecto en el contenido
de proteinas en las plantas sugiere que las EA pueden resultar debido a un cambio
de presion en el aire, semejante al contacto ligero con la pared celular de la hoja lo
gue se traduce en una cascada de sefializacidn que involucra la sintesis de
proteinas. Por ejemplo, la modificacion estructural de proteinas asociadas a la
membrana celular. Se reportd una fuerte induccion de xiloglucanos e hidrolasas

después de la exposicion de 50 Hz durante 30 minutos. (Zhao et al., 2003).

No obstante, aunque los fendmenos de sonido y contacto pueden estar
relacionados, se ha demostrado que el efecto de ambos estimulos es diferente en
plantas tratadas con EA, con respecto a plantas sometidas a acciébn mecanica,
debido a una diferencia significativa en la expresion génica de canales de
membrana (MSL3 y MCA) encargados del transporte de iones de calcio y potasio
(Gosh et al 2017).



El modelo fisico — biolégico propuesto hasta ahora para explicar la interaccidon entre
las ondas acusticas y las plantas, presenta una posible via de sefializacién que
contempla tanto la emision como la recepcion de sefiales derivadas de fenbmenos

vibratorios que originan el sonido (Jung et al., 2018).

Otro estudio investigo el efecto de la estimulacion de la sintesis de proteinas
deshidrinas (DHN), asociadas al estrés hidrico. Su modelo biologico fue en semillas
de Pisum sativum, cultivadas en condiciones de estrés hidrico. Dicha investigacion
utilizé estimulacion acustica dirigida a partir de secuencias acusticas obtenidas a
partir del calculo la masa de cada aminoacido que conforma las proteinas de interés.
Aunque no reportan las frecuencias de sonido utilizadas (en patente), determinan
un efecto de estimulacion de la sintesis de las DHN (37kDa), ademas de
alargamiento del brote e incremento en peso fresco (Prévost et al., 2020). Ver

cuadro 1.

[I.5 Emisiones acuUsticas y metabolitos secundarios

Un estudio reporté que la concentracidon de acido salicilico (SA) incrementa en las
plantas tratadas con sonido generado por la vibracién de patégenos. En contraste,
el nivel de &cido jasmonico (JA) en las plantas tratadas con grabaciones de dichas
vibraciones permanecio estable pero mas bajo que las plantas control. Dichos
hallazgos, sugirieron que el tratamiento de SV vigoriza el sistema de defensa de la
planta regulando el efecto de proteccibn mediado por SA, promoviendo en
consecuencia la resistencia inducida por SV en Arabidopsis contra el hongo Botritis
cinérea (Choi et al., 2017).

Resultados reportados por Kim et al., 2020 demostraron que los tratamientos con
ondas sonoras alteran el contenido total de flavonoides dependiendo de las etapas
de crecimiento, la especies, la frecuencia de la sefial aplicada y el tiempo de
exposicion a las ondas. Los tratamientos para alfalfa (250 Hz), brotes de brdcoli
(800 Hz) y brotes de radbano rojo joven (1 kHz) aumentaron el contenido total de
flavonoides en un 200%, 35% y 85%, respectivamente, en comparacién con el
control no tratado. El andlisis molecular indicé que el sonido induce la expresiéon de
genes asociados a la biosintesis de flavonoides y mejora significativamente la el
potencial antioxidante de los brotes ( Kim et al., 2020).

Otro estudio con plantas expuestas a sefiales de vibraciones (SV) de 10 kHz mostré
una modificacion significativa del gen H3K27me3 en las regiones promotoras de la
biosintesis de glucosinolatos alifaticos y genes de sefalizacion de citoquininas,
indicando que las SV inducen transcripcionales que promueven la inmunidad.
También, se redujo la expresion de miR397b, activando tres transcritos de laccase
diana, reconocidas por ser mediadoras del refuerzo de la pared celular a través de

la acumulacion de lignina (Bacete & Hamann, 2020; Jung et al., 2020).

En conjunto, SV desencadena la modificacion epigenética de genes implicados en



la biosintesis de metabolitos secundarios, la sefializacion de la hormona de defensa
y la defensa preformada en Araidopsis thaliana, lo que lleva a la activacién de la

inmunidad de las plantas contra R. solanacearum (Jung et al., 2020).

[1.6 Emisiones acusticas y cambios en las variables fisioldgicas

Se ha mencionado que la fitoacustica resulta punto de inflexion en la investigacion
gue asocia los fendmenos fisicos acusticos y su relacidon con el reino vegetal (Allievi
et al.,, 2021). También ha replanteado el concepto, no solo de la percepcion del
sonido en las plantas (Khait et al., 2019), sino del potencial biotecnolégico de las
ondas sonoras como regulador del crecimiento (Mohanta, 2018); cambios en los
perfiles transcriptbmicos que podrian ser indicadores de biomarcadores especificos
para la percepcion del sonido (Kim et al., 2018). Evidencia adicional ha sido
reportada para los efectos fisioldgicas generados por los sonidos en plantas, mas
alla de los desencadenantes quimicos (Jung et al., 2018).

En estos trabajos se exponen caracteristicas ya demostradas sobre las respuestas
y los mecanismos eco fisioldgicos de las plantas y el sonido, en las que se incluyen
lo siguiente: la activacion de iones a través de canales mecanosensibles
(Monshausen & Haswell, 2013; Peyronnet et al., 2014), la comunicacion de célula a
célula mediante la propagacion de especies de calcio y oxigeno reactivo (Kurusu et
al., 2013), expresion de genes inducibles por contacto (Braam & Braam, 2004) y
cambios fitohormonales (Chehab et al., 2009).

La percepcion de las ondas sonoras en las plantas también podria desempefiar un
papel fundamental en la configuracién ecoldgica y evolutiva. La percepcion de
sefales sonoras podria tener potencial para afectar el crecimiento, desarrollo y
rendimiento de las plantas. Por lo tanto, el tratamiento de ondas sonoras se puede
utilizar como inductor /regulador del crecimiento. Sin embargo, aun se desconoce el
receptor molecular especifico del sonido, aunque se han propuesto los mismos
canales idnicos mecano-sensibles al tacto, presentes en la membrana plasmaética,
esto tiene cierto sentido, ya que el sonido es un cambio de presion en el aire que,
al impactar en una superficie, en este caso la planta, actia como toques sutiles a
diferentes frecuencias. No obstante, la expresion puede variar con respecto a la
amplitud y frecuencias del sonido. Por tal razén, el sonido podria afectar la
sefalizacion que ejerce el calcio en las plantas y regulacion que ejerce éste en las
moléculas involucradas en el crecimiento, alto de tallo, ancho de talla, nimero de
hojas, dosel, fotosintesis, transpiracion conductancia estoméatica, entre otras
variables fisiol6gicas como rendimiento de biomasa y otras variables de interés en
la produccién agricola (Mishra & BEA, 2019; Sparke & Wiinsche, 2020).

I1.7 Metodologias de aplicacion en los tratamientos acusticos
Los desafios de la investigacion del sonido aplicado en plantas se deben a las

variaciones y posibles fuentes sonoras que tienen lugar en campo abierto.



Adicionalmente, se consideran posibles interacciones biolégicas con otros seres
vivos que podrian ocasionar “contaminacion acustica” de riesgo para otros
organismos en caso de sobrepasar limites de ruido.

Las EA y sus respectivas frecuencias e intensidades tienen mayor potencial de uso
en cultivos intensivos y controlados. Considerando también que ciertos sonidos
podrian ser beneficiosos para unos organismos, mientras que podria no serlo para
otros. En tanto que, podrian inducir efectos negativos para el crecimiento y
desarrollo de otras plantas o interferir en la ecolocalizacion de insectos y/o aves, lo
cual requiere profundizar en la investigacion.

Finalmente, se sugiere que podria ser mejor aplicar ciertas frecuencias y quizas
restringir otras en los tratamientos con ondas sonoras. Para esto, se muestran
algunos reportes recientes en la tabla 1. Las bandas de frecuencia del sonido
naturalmente audible pueden dividirse en los siguientes rangos sugeridos por
(Allievi et al., 2021).

= Bandas de baja frecuencia, de 20 Hz a 200 Hz
» Bandas de frecuencia media-baja, de 200 Hz a 1 kHz
» Bandas de frecuencia media-alta de 1 kHz a 5 kHz

= Bandas de alta frecuencia de 5 kHz a 20 kHz

A continuacién, se muestra el cuadro 1. Con resultados actualizados que asocian

los fenbmenos acusticos y su efecto en las plantas.



Cuadro 1. Aplicacion de sonido en plantas

Distancia de
ez - Frecuencia de sonido (Hz) - Nivel de presion Tiempo de R gsas .
Sistema biol6gico Organo aciistica (decibelios) lafuerftede Efectos en cambios biolégicos Referencia
sonido
1000 Hz . ” : " s ¢i e "
Chrysanthemum Callo 100dB 60 min - 3 dias 0.2m Mejoramiento de I3 actividad enzimatica PMTH+ y ATPasa (Xiujuan et al., 2003)
Tejidg Las actividades de superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), peroxidasa {POD) y ascorbato
Dendrobium candium foliar, tallo 1000 Hz y p T P 2 g ! 2 P K ok 2
1 60 min — 8 dias Ns peroxidasa (APX) incrementaron en diferentes dias en todos los tejidos (Li et al., 2008)
y raices 100dB
; ¢ . ; Los rendimientos de pimiento, pepino y tomate incrementaron 63,05%, 67,1% vy 13,2%,
Diversas frutas y Sonido de bajz frecuencia con tecnclogia - 2 AR 2
% Ns Ns respectivamente. Lz incidencia de enfermedad en tomate tratada disminuyd en 6,8, 8, 11y 8 para (Hou et al., 2008)
hortalizas (PAFT) con 0.08-2kHz N 2 y A . :
arafia roja, pulgones, moho gris, tizon tardio y enfermedades viricas.
Fresa Fruto QGWA-03 plant audio apparatus /Ns 3 horas Ns Incremento en el crecimiento (érea foliar y tasa fotosintética), resistencia 3 enfermedades (Qietal. 2010}
: X Incremento en |z expresion de genes y proteinas relacicnadas 3 |a fotosintesis, defensa al estrés y 2
s s y (i I
Arabidopsis thaliana Tejido foliar 250 Hz y 500 Hz 80 dB 1 horz 8- 24 horas s metabolismo del nitrogeno (Kwonetals2012)
_ Plant acoustic frequency technology {PAFT) 180 min - 3 Incremento en el nimero de hojas,
Fragaria anonassa Fruto 100 dB Diariamente A flores y calidad del rendimiento. resistencias 3 enfermedades (Meng:etal;2012)
. 1000-1500Hz, 1500-2000Hz, and 2000— Las ondas sonoras pueden reducir el pericdo de germinacidn del frijol Mungo y aumentar el . &
Frijol Frut 5 % 72 h N W. Cai et al., 2014,
e rute 2500Hz-304d8, 90dB, 100 oras = crecimiento con frecuencia e intensidad distintas. (W. Cai etal, )
Planta de arroz Teiido foliar 0,0.25,0.5, 0.8, 1.0, 1.5 kHz-100dB 24 horas NS Incremento en Peréxido de hidrdgeno vy tolerancia a sequiz (Jeong et al., 2014; Lopez-Riberz
Arabidopsis thaliana & Ruido blanco a 100 dB 10 horas Incremento del 24.8% de sobrevivencia en tolerancia a sequia & Vicient, 2017)
. . . ; Aumente el dcido indol acético {IAA) -Auxing,

A 1l y - % hi b2 N . X 4)
rabidopsis thaliana 500, 1000y 3000 Hz - 100 dB 3 horas -10 dias s Acido de giberelina (GA), aumento de glucosinolatos, antocianinas. (Appel & Cocroft, 2014)
Diversas frutas y Tejido foliar 7 : : 3 3 s

- Hz-70% Aul S el | 130.05, 37. f C {H: , HOU, L., 4
hortalizas v Fruto 100-100 Hz—-70+5dB Fhais B9 umenté el rendimiento de pimiento dulce, pepino y tomate en 30.05, 37.1y 13.2%, respectivamente assanien, HOU, et al., 2014)
Arabidopisis thaliana Brote 500 Hz — 80 dB 1 hora - 10 dias Ns Incremento en la expresidn de genes de defensa, Ingremento e.n’ expresion de genes de homedstasis (Choi et 21, 2017)
en procesos de oxidorreduccion
aja frecuencia: = : 3
Oencthera B2z recu_encra s 1000 Hz/5d8 3 minutos-10 Respuesta rapida 3l sonido asociado a polinizadores e incremento en el contenido de azdcares en (Veits et al., 2019)
drummondii Flores Frecuencia Intermedia: 35- 34 kHz centimetros Ns néctar de flores
Alta frecuencia:160 a 158 kHz
Arabidopisis thaliana Tejido foliar Aplicacion de grgbacnon de vibraciones 3 una Ns Ns Cambios en el perfil de compuestos volatiles y rltghor(ronas (acido metil salicilico y &cido metil (Body et &l., 2019; Kollasch et al.,
amplitud de 2.5 mm/s jasménice) 2020)
. . . Modificacién epigenética de genes implicados en |z biosintesis de metabolites secundarios,
Arabidopsis thaliana Tejido foliar Vibrscisndescaidoisy) Ns sefializacion de hormoenas de defensa y |a activacidn de lz inmunidad vegetal contra R.
P ] 0.2,1,5,10, 15 y 20 kHz - 90 dB 3 horas - 10 dias v y e : (Jung et al., 2020)
solanacearum.
Vibracion de sonido (SV) Medificacion epigenética de genes implicados en |z biosintesis de metabolitos secundarios, la
si i i g - ias fizlizacion ho ivando | uni I 5 1.

Arabidopsis tholiana Raices 02,15, 10, 15, and 20 kHz - 50 dB 3h-10dias Ns sefializacién hormonas de defensa activando la inmunidad de las plantas contra Ralstonia (Jung et al., 2020)

solanacearum.

Arabidopsis thaliana semillas Sonido de misica clasica, aves, insectos y 40 minutos Ns (Bhandawat et al., 2020)

3gua —50dB
Multitono en Hz Y o " 2 i s .
Tejido foliar LHS: 50, 350, 420 5001700 Los tratamientos acusticos LHS, MHS y HHS regularon a la peroxidasa (Pod), superéxide dismutasa (Mn-
ilalani iaco-liasa { ; c] i S el
oS S nitos MHS: 240, 320, 480, 525 1-3 horas - 7 dias o sod) y fenilalaning amoniaco-lizsa [Pal) positivamente. El tratamiento MHS incremento el (Caicedo-lopez et al., 2021)

HHS: 240, 291, 445, 570

contenido de capsaicinoides 5,88 veces.

Ns: No especificado; En negrita, datos con efectos destacados

Informacion obtenida de literatura citada y organizada por el autor



[1.8 Caracteristicas de la sequia y estrés hidrico

El aumento de fendmenos climaticos afecta el sector agricola, dada la dependencia
que tiene la produccion de alimentos de las condiciones climaticas. La sequia es
uno de los factores que mas amenaza la seguridad alimentaria (Bruinsma, 2017;
FAO, 2018).

El crecimiento y el rendimiento de los cultivos se ven afectados negativamente por
un suministro de agua sub-6ptimo y temperaturas anormales, causando dafios
fisicos, alteraciones fisioldégicas y cambios bioquimicos (Fahad et al., 2017). La
sequia desencadena una 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. Fisiologicamente al ocurrir un desbalance del estado hidrico de la
planta, se afecta el balance de energia, las relaciones fotosintéticas y conductancia
(Fernandez-Marin et al., 2020).

Lo anterior se explica también porque los cambios drasticos en la energia libre de
las moléculas de agua, no sélo modifican el potencial hidraulico sino que existen
destacadas variaciones de éste fendmeno entre especies (Taiz and Zeiger, 2006),
Para soportar el estrés por sequia, las plantas cierran sus estomas para garantizar
la turgencia y mantener el metabolismo celular. En la medida que estos se cierran,
se reduce la tasa fotosintética, las plantas deben ajustar de forma constante su
conductancia estoméatica para permitir suficiente entrada de CO: y evitar pérdidas
de agua innecesarias durante el estrés. En consecuencia, las plantas deben sentir
permanentemente el déficit hidrico (Prasch & Sonnewald, 2015). Aunque el estrés
por sequia es uno de los problemas mas severos que afecta la produccion agricola,
el progreso en el desarrollo de cultivares resistentes es limitad, asi como el
mantenimiento homogéneo de un nivel de produccién permanente.

Para tener informacién sobre el nivel de tolerancia a este tipo de condiciones
ambientales, se han utilizado indices como el indice de tolerancia al estrés (STI), la
productividad media geométrica (GMP) y el indice de estabilidad del rendimiento
(yield stability index)(YSI), entre otros (Khalili et al., 2016; Hatfield et al., 2019)).

Se ha recomendado que el STI pudiese utilizarse mejor en los programas de
fitomejoramiento. También el indice, criterio de selecciéon integrado (CSl), que
proporciona una estimacion de la resistencia al estrés por sequia basada en el
rendimiento de grano y caracteristicas agronomicas relacionadas, y por lo tanto
seria util para identificar genotipos superiores resistentes a la sequia en programas
de mejoramiento (Hatfield et al., 2019)

Para determinar el efecto del estrés hidrico en las plantas, se caracteristicas
morfologicas, fisiologicas, metabadlicas, entre otras. Por ejemplo, los sistemas de
intercambio de gases por medio de diversos sensores, principalmente de COg,
determinan la pérdida de vapor de agua a partir de la cual se calculan la

transpiracion y el intercambio de CO2. También se puede utilizar el contenido de



clorofila como un indicador indirecto o en combinacion con el intercambio de gases,
para evaluar la competencia fotosintética (Hideg et al., 2003).

Para establecer la tolerancia a la sequia, es indispensable contemplar las
caracteristicas del sustrato o suelo como el medio "natural" de desarrollo, en tanto
no se presenten problemas de aireacion en las raices. La sequia ocasiona una
absorcion de agua insuficiente para equilibrar la pérdida de agua experimentada por
la planta en un periodo prolongado de tiempo. Con el cese del riego, el agua se
elimina del suelo a un ritmo que depende de la cantidad total de agua perdida por
la planta a la atmésfera (la de la superficie del suelo es relativamente pequeia y
generalmente se ignora) (Wasaya et al., 2018).

La tasa de transpiracion y la conductancia cuticular estdn determinadas en gran
medida por la superficie epidérmica. Esto puede resultar importante cuando las
estomas estan cerradas, los tricomas y otras estructuras en la superficie pueden
afectar la conductancia de la capa limite / superficial de la planta y alterar la
temperatura de la hoja (Berry et al., 2019).

A pesar de la importancia conocida de estos factores en las relaciones hidricas y
gue pueden afectarse otras caracteristicas, la tasa de suministro de agua del suelo
a la planta influye en el agotamiento del agua del suelo. Esto depende en parte de
la cantidad de agua disponible en el suelo, del volumen de suelo explotado por las
raices, ignorando el transporte de agua desde fuera de la zona de las raices, ya que
es no aplicable en estudios con muestras pequefias pero importante en el campo
(Qiu et al., 2023).

Se ha prestado poca atencion a estos aspectos en los estudios de plantas
genéticamente modificadas, ya que se asume que las raices explotan
completamente el suelo y no limitan el suministro de agua. Sin embargo, se ha
prestado mucha atencién a los cambios metabdlicos, por ejemplo, en metabolitos
como la prolina que pueden alterar la condicion osmoética de la planta y asi como
las acuaporinas que pueden afectar la conductancia al flujo de agua. El
marchitamiento tardio y otros sintomas de estrés hidrico son causados por una tasa
lenta en la pérdida total de agua, aunque algunos estudios consideran que la planta
puede retener agua incluso cuando el agua del suelo se agota (Ishibashi et al.,
2011).

A patrtir de la revision bibliogréafica, es posible inferir que la definicion precisa del
“estado del agua” en diferentes partes del sistema suelo-planta para la formulacion
y prueba de cualquier hipétesis mecanicista rigurosa asociada al estrés hidrico, aun
requiere profundizacion y consenso.

Sumado a lo anterior, la medicion del “estado hidrico” es indicador de un estado
fisiol6gico que otorga confiabilidad de las estimaciones que se reportan en las
publicaciones, es necesario caracterizar y conocer los intervalos que confieren

funcionalidad al sistema biologico objeto de estudio.



Caracteristicas asociadas como la relacion morfologica con las dimensiones del tallo
y la raiz, son variables morfologicas predictoras de ciertos comportamientos. Por
ejemplo, un mayor didmetro de raiz principal puede indicar mayor crecimiento
debido a su relacion directa con la absorcion de agua. Mientras que, las raices finas
son mas permeables y se cree que tienen mayor capacidad para absorber agua,
principalmente en plantas herbaceas. Estos niveles de agua en diferentes tejidos
proporcionan informacién util para el manejo de cultivo (Wasaya et al., 2018).

Al medir el estado hidrico del suelo, es util distinguir la causa y el efecto del déficit
hidrico. Generalmente, las tensiones subyacentes en el sistema; el estado hidrico
de las hojas, entre otros, es el resultado del déficit hidrico del suelo (Jones., 2007).
Las medidas disponibles del estado hidrico del suelo o de las plantas se pueden
dividir ampliamente en aquellas basadas en (i) la cantidad de agua o en (ii) su estado
energético. Los principios y la practica subyacentes a la cuantificacion y medicién
del estado hidrico del suelo y de las plantas han sido bien descritos en la literatura
(Slatyer, 1967; Boyer, 1995; Nobel, 1999; Mullins, 2001; Kirkham, 2004).

Para soportar el estrés por sequia, las plantas cierran sus estomas para garantizar
la turgencia y mantener el metabolismo celular. En la medida que estos se cierran,
se reduce la tasa fotosintética, las plantas deben ajustar de forma constante su
conductancia estomética para permitir suficiente entrada de CO: y evitar pérdidas
de agua innecesarias durante el estrés. De tal modo que, la variacién y dinamica en
la conductancia hidraulica dentro de las hojas, puede contribuir a las respuestas
adaptativas de la planta (Buckley., 2019).

Como se ha mencionado, la sequia desencadena una amplia variedad de
respuestas en las plantas que van desde el metabolismo celular hasta cambios en
las tasas de crecimiento, el rendimiento de los cultivos y afectando procesos
fisiologicos de balance de energia y relaciones fotosintéticas (conductancia
estomatica). Todo esto reduce el crecimiento y rendimiento de los cultivos,

afectando negativamente la produccion de alimentos (Fahad et al., 2017).

1.9 Modelo bioldgico: Capsicum annuum L. generalidades e importancia

El pimiento o fruto de chile (Capsicum spp.) es un miembro de la familia de las
solanaceas (Parson et al. 2013). La especie que corresponde a Capsicum annuum
L. es una de las mas diversas entre las solanaceas y en la actualidad, el interés en
las distintas variedades y ejemplares se acentua en la busqueda de estrategias que
permitan un manejo resiliente del cultivo, aumentar su rendimiento y la calidad de
los frutos (Paran y Van der Knaap, 2007). El cultivo del chile es mas destacado en
paises calidos y semiaridos donde el agua suele ser un factor limitante para la
produccion. Esto requiere una mejor gestion del riego (Dorji et al., 2005).

El chile junto con el tomate son las hortalizas de mayor importancia econémica en



México. El chile aporta el 20.2% en la produccién de hortalizas a nivel nacional. Para
2019, el SIAP (2020) reporta una produccion nacional de 3,238,244.81 toneladas
de chile. En los ultimos 15 afios la superficie destinada al cultivo de chile ha
incrementado de 40 mil hectareas hasta 147 mil hectareas anuales del cultivo en el
pais. Sin embargo, no hay suficiente informacion sobre su cultivo en tierras altas.
Por ejemplo, los cambios fisioldgicos y quimicos que se producen en chile debido a
diversos déficits hidricos han sido reportados previamente bajo distintos niveles de
riego. La investigacion sugirio un crecimiento normal en el control al 100% de riego).
Las plantas con 50% de riego se vieron menos afectadas que las del tratamiento al
25% de riego, mostrando notables sintomas de estrés como marchitamiento de las
hojas, reduccion del crecimiento, desarrollo y reduccion del rendimiento (Deveci and
Pitir, 2016).

[1.10 Restriccidén de riego e incremento de capsaicinoides

Las rutas metabolicas de las plantas son complejas y la demanda de metabolitos
secundarios resulta de una respuesta al estrés durante el estrés abiético. En cuanto
al estrés por sequia, se sabe que el déficit hidrico puede hacer que las plantas
experimenten ajustes como: Incremento en la produccion de acidos fendlicos y
flavonoides, otros compuestos antioxidantes como glutatiéon, acido g-aminobutirico
(GABA), terpenoides, compuestos organicos volatiles (VOC), entre otros (Yeshi et
al., 2021). En el caso del fruto Capsicum, el metabolito secundario caracteristico y
de biosintesis exclusiva en la especie es la capsaicina y sus derivados, los
capsaicinoides (Naves et al., 2019). El primer estudio que propuso que la escasez
de agua podia inducir un oncremento del metabolismo y la acumulacion de
capsaicinoides, se reporté hace mas de 20 afios (Estrada et al. 1999). Otros autores
han sugerido que el contenido de capsaicina y dihidrocapsaicina (CAPs) en los
frutos de chile, incrementa hasta ~ 3,6 veces el contenido al exponer las plantas a
estrés hidrico. Estos autores sugirieron que los resultados observados se derivan
de la competencia entre la biosintesis de CAP y otros metabolitos fenilpropanoides
(Okunola et al., 2017).

Sung et al. 2005 encontraron resultados similares en tratamientos de déficit hidrico.
Sus muestras alcanzaron un contenido maximo de CAP a los 30 dias después de
la floracion (DAF), 3,84 veces mas alto que los controles. Ademas, en el pericarpio,
la concentracién de capsaicina alcanz6 un contenido maximo a 50 DAF y fue 4,52
veces mayor que en el tratamiento de control (Sung et al. 2005).

Se demostro que el efecto de la sequia podria incrementar el contenido de
capsaicinoides en plantas de chile y cultivares poco picantes o de baja pungencia
(170% a 721%), mientras que los cultivares de pungencia media incrementaron
entre el 113% y el 141%. El contenido de capsaicinoides de las plantas estresadas

por la sequia en los cultivares de alta pungencia disminuyo ligeramente (3% a 8%)



(Phimchan et al. 2012). Sin embargo, aunque la restriccion de riego puede inducir
incremento de los capsaicinoides, el riego suficiente es fundamental para obtener
crecimiento, desarrollo y rendimiento del cultivo chile.

Por lo tanto, una disminucién en el rendimiento de la planta es una consecuencia
del estrés por sequia y debe considerarse que, un estrés hidrico aproximado del
75% de la capacidad del campo (CC) puede afectar el rendimiento del cultivo y
reducir las caracteristicas agronémicas Yy fisioldgicas (Honorata DP, 2017).

Aunque diferentes estudios han sugerido que el estrés hidrico puede aumentar el
contenido de CAPs, también se ha mencionado que un nivel de estrés hidrico
severo puede reducir la acumulacion de capsaicinoides. Por ejemplo, recientemente
se indic6 que el contenido de capsaicinoides y el rendimiento de frutos de cultivares
de alto contenido de capsaicinoides o alta pungencia, variedad BHG1719,
presentaron menor susceptibilidad a cambios bioquimicos debido a la exposicion a
sequia (Jeeatid et al. 2018).

Otra investigacion demostré6 que la influencia del riego para dos especies de
Capsicum (Capsicum annuum L.) “Chili-AS Rot” y Capsicum Chinense Jacq “Naga
Morich”) presentaron una respuesta no lineal en la acumulacién de capsaicinoides
con respecto al riego. Los autores reportan que la CC al 100% y una menor CC
(50%) puede considerarse déficit hidrico, donde observaron que el fruto Chili-AS
Rot aumento el contenido de capsaicinoides de 8.8 a 28.8 mg / 100g de materia
fresca, mientras que el cultivar Naga Morich disminuyé su contenido de capsaicina
de 2750.4 a 1808 mg / 100g de materia seca (MS) (Zamljen et al., 2020).

[1.11 Aplicacion de sonido y su efecto en tolerancia a sequia'y acumulacién
de metabolitos secundarios

Las ondas sonoras se caracterizan por frecuencia (Hz), intensidad (dB) y timbre. La
velocidad de propagacion del sonido depende de las caracteristicas del medio; en
particular, es directamente proporcional a la elasticidad e inversamente proporcional
a la densidad.

Todos los objetos vivos y no vivos tienen frecuencias de resonancia y estan
asociados con sus frecuencias naturales. Las frecuencias naturales de un objeto
dependen de su masa, rigidez y estructura. Esas frecuencias son aquellas en las
que el objeto oscila con mayor amplitud tras un estimulo mecanico externo que
perturba su posicién inicial (Bidhendi & Geitmann, 2019). La primera frecuencia
natural de un objeto se llama frecuencia fundamental. En el caso de los objetos
vivos, como las plantas, su masa y rigidez definen sus frecuencias naturales, y son
afectados por el estado fisiologico que, en parte, puede modificarse por su estado

hidrico.

Por otro lado, las emisiones acusticas inducen la produccion fitohormonas como el



etileno, acido abscisico (ABA), auxina, brasinoesteroides (BR), 6xido nitrico (NO) y
jasmonatos (JA), los cuales también estan implicados en la mecano estimulacion
(Chehab et al., 2009; Mishra & BEA, 2019). Esta respuesta se ha asociado a la
sensibilidad que tiene la membrana celular a la vibracion que pueden percibir las
plantas y cuyo origen puede ser el viento, el tacto con otro tejido vegetal,
polinizadores e insectos.

Se ha sugerido que las plantas al ser tratadas con EA pueden reducir la
conductancia de sus estomas y asi activar el uso de vapor de agua, aumentar la
apertura de canales del xilema, lo que podria estar involucrado en una via de
sefalizacion que converge con la percepcidon mecanica. La emision de VOC

transmitidas a traves de floema (Wu and Baldwin, 2009; Evans and Morris, 2017).

El mecanismo de percepcién al sonido mencionado, coincide con el efecto ejercido
por la percepcion mecénica, ha sido sugerido como una posible explicacion de la
respuesta positiva de tolerancia a sequia en plantas estimuladas con EA.

Por ejemplo, se reportd que las EA indujeron una disminucion del tamafio de hojay
el incremento de la conductancia estomatica mejorando el estado hidrico foliar y el

rendimiento en plantas de arroz (Jeong et al., 2015).

Otro estudio demostrd que plantas tratadas con EA incrementaron la sobrevivencia
de plantas Arabidopsis thaliana L durante periodos de sequia: (24,8%) en
comparacion con plantas mantenidas en silencio (13,3%), regulacién de 87 genes

(31 de respuesta al estrés abidtico (Lopez-Ribera and Vicient, 2017).

Por todo lo anterior, se plantea que si las plantas de Capsicum annuum L al
experimentar determinado nivel de estrés hidrico, pueden sufrir modificaciones de
su estado geométrico, de masa y subsecuente modo de vibracion natural, una
posible explicacién que ha sido propuesta para un tipo de comunicacién no quimica
gue podria explicar la sefializacién entre plantas (Langre et al., 2019; Stabile et al.,
2022). De este modo, las sefiales de frecuencia que emiten las plantas pueden
medirse y transformarse a sonido en forma de EA, como un tratamiento emulador
de sefales planta-planta y con potencial para inducir respuestas medibles.

Por todo lo anterior, se propone que la aplicacion de EA obtenidas a partir de
sefales de vibracién de las plantas, tienen potencial para ejercer una respuesta de
mayor tolerancia a sequia y estimular el metabolismo secundario, incrementando la

acumulacion de capsaicinoides en fruto.



Il. Hipotesis
Los patrones de vibracion caracteristicos del estrés hidrico en plantas Capsicum
annuum L, tienen potencial para aplicarse como emisiones acusticas (EA) e inducir
tolerancia al estrés hidrico e incrementar la sintesis de metabolitos secundarios

asociados al estrés por sequia

IV.  Objetivo general
Identificar patrones de vibracion de Capsicum annuum L y reproducirlos como
tratamientos en forma de emisiones acusticas (EA) para evaluar su efecto en la

induccion de tolerancia sequia e incremento de metabolitos secundarios.

V. Objetivos especificos

1. Identificar las frecuencias (Hz) y amplitudes (dB) por vibrometria laser, que
sean caracteristicas de Capsicum annuum L en tres condiciones de estrés hidrico.
2. Seleccionar sefiales de desplazamiento y vibracion mediante frecuencias
(Hz) y amplitudes (dB y mm/s) con mayor repetibilidad entre muestras en tres
condiciones de estrés hidrico Capsicum annuum L.

3. Elaborar tratamientos acusticos basados en patrones de frecuencias
previamente seleccionadas en objetivo 2 para usar como elicitor fisico en
condiciones de invernadero.

4. Determinar el efecto de EA en cambios fisioldgicos, bioquimicos vy
moleculares relacionados a la produccion de capsaicinoides y respuesta

antioxidante en plantas de C. annuum L. en distintas etapas fenoldgicas

5. Establecer el tratamiento biofisico basado en EA con potencial para elicitar

plantas C. annuum L.

VI. Materiales y Métodos

V1.1 Material bioldgico

Las plantas de Capsicum annuum L. (Solanaceas) se obtuvieron del semillero del
area de Biosistemas de la Facultad de Ingenieria de la Universidad Autonoma de
Querétaro (2018) Campus Amazcala. El sustrato de suelo utilizado fue PEAT
MOSS (Sunshine Mix 3), del proveedor Impulsora Agroguimica del Sureste S.A. de
C.V., México. Se utilizé una mezcla comercial de suelo franco-arenoso ajustado con
riego a capacidad de campo. La germinacion realizé durante 3 dias de oscuridad y
un total de 6 dias de incubacion a una temperatura promedio (°T) de 25 °C y 53%
de humedad relativa (HR%). El pH del agua de riego en germinacién se mantuvo
entre 6,5y 7,3. Las caracteristicas del sustrato se pueden localizar en el nimero de



catalogo # 1001 SUNAGRO-HORTICULTURE CANADA, el cual cita las siguientes
caracteristicas del sustrato: porosidad total de 84,1%, aireacion 1%, agua facilmente
disponible 33,8%, agua de reserva 14%, agua total disponible 48%, capacidad de
retencion de agua 69,5% y densidad aparente 0,107 g / cm3. Las plantas fueron
trasplantadas a los 30 dias de germinacion y se mantuvieron hasta un desarrollo
vegetativo identificable como etapas fenoldgicas: antesis (joven) y fructificacion.
Las plantas estuvieron monitoreadas y mantenidas con densidad de flujo de fotones
fotosintéticos, por sus siglas en inglés (PPFD) en un intervalo de 3000 a 4500
umoles m-? s-! utilizando un solarimetro SM-206, un fotoperiodo monitoreado de
aproximadamente 16 horas luz y 8 horas de oscuridad, temperatura entre 25-28 +
2 °C dia / noche, pH del agua de riego entre 7.3 - 8.5, fertilizacién basada en la
formulacion Steiner convencional (Steiner, 1984), los datos de HR (14 - 36%) y °T

(18 -27 °C) fueron registrados en el equipo y software ElitechLog V4.4.0.

VI.2 ldentificacion de caracteristicas asociadas al estrés hidrico para
medicion de patrones vibratorios.

La restriccion del riego se realiz6 para establecer tres tratamientos de estrés hidrico,
identificados como estrés hidrico bajo: LHS; estrés hidrico medio/moderado: MHS
y estrés hidrico alto: HHS. Cada nivel de estrés hidrico se relaciono6 a un intervalo
de dias con limitacién de riego y se midié su potencial matrico (Centibar/kPa),
utilizando el medidor WATERMARK- Item # 6450WD.

V1.3 Seleccién de metodologia para deteccion de sefales acusticas

La clasificacion del estrés hidrico de las muestras se realiz6 con respecto a los dias
de restriccion hidrica y medicion de potencial matrico, como se indica en la tabla 1.
los sistemas de laser permiten un escaneo sin contacto, con una mejor calidad en
la transduccion de la sefial espaciotemporal y una mayor resolucién de esta, con la
posibilidad de tomar elementos de referencia y comparar espectros entre muestras
con diferentes condiciones.

Tabla 1. Disefio experimental para caracterizaciéon de la muestra

Unidad Experimental (UE) Plantas Capsicum annuum L

Factores Niveles

Suspension de riego en Bajo (LHS) Medio (MHS) Alto (HHS)
plantas 3 -5dias 5-9dias > 10 dias
Edad fenoldgica (meses Adultas Jovenes

después trasplante) 5 3

Variable de respuesta: Patron oscilatorio: Intensidad: amplitud de la sefial
Repetibilidad entre Frecuencia (Hz) en decibelios (dB)
Muestras (N=10)




V1.4 Medicion y seleccion de sefiales de frecuenciay amplitud por vibracion
mediante el uso de vibrometro laser

Se midio el espectro de la velocidad de desplazamiento vibratorio de las plantas
utilizando un vibrometro laser, de diferentes plantas bajo condiciones de estrés
hidrico. Se adapto un arreglo de dos vibrémetros que funcionaron asi: uno, como el
sensor de movimiento laser por escaneo Polytec 3D (PSV-3D) y el otro fue el sensor
laser de un solo punto acoplado como referencia. Head OFV-534 (Bruel & KjEAr,
Alemania). El segundo instrumento se utilizé como punto de referencia. La ubicacion
de ambos laseres se establecié a 1,5 m de distancia de la planta (consulte la figura
1, configuracion experimental). El escanr 3D se coloc6 en el mismo eje del tallo
principal de la planta, y el de un solo punto se coloco a 90° del eje de medicion. La
sefal de referencia se direccion6 hacia a la parte mas baja de la planta, donde
comienza el tronco principal. La medicion se realizd en el centro geométrico del
sistema a 10 cm por encima de la capa de sustrato, durante la medicién, el laser
estuvo directamente encima del punto de referencia. Se utilizé una placa de pruebas
Optica rigida y altamente amortiguada junto con soportes compatibles para suprimir
la vibracion del suelo. El ruido acustico de fondo se mantuvo por debajo de 6 dB
mientras, se hicieron mediciones donde se registraron datos de muestras inertes de
pieza de madera y superficies metalicas para calibrar el instrumento. La sensibilidad
del instrumento se configur6 para detectar desplazamientos de 5 mm por cada
voltio. Se coloco una cinta reflectante en el vastago (punto de sefal) para aumentar

la calidad de la sefial.

Figura 1. Configuracion experimental de mediciones laser Doppler en plantas

de chile jalapeno C. annuum L.

A) Nivel de estrés hidrico

B) Camara anecéica _ C) Grabacién de sefial _ D) Procesamiento de datos

Ancho de Banda: 0-5 Hz
Resolucion : 2 Hz
Distancia: 1.5m

&

A). Determinacién de estrés hidrico antes de colocar las muestras en la camara. B) La camara
anecoica trabajé con una salida de ruido de fondo de - 6 + 0,5 dB. C). La grabacién de la sefial se
obtuvo de 2 laseres, un laser de escaneo 3D y un laser de un solo punto como referencia. D) La
adquisicién masiva de senales se transdujo utilizando un controlador adaptado al software B&K
Germany Labshop para el procesamiento de datos.



Cada planta se consider6 como un sistema completo, incluyendo el sustrato del
suelo. Las sefales se tomaron dentro de una camara anecoica, con una velocidad
de flujo de aire de 0 m/ s, 22-25 °C y 40-42,5% de humedad relativa (HR) (HM34-
Vaisala, EE. UU.). La iluminacién medida, durante las 2 horas de medicion fue de
0,930 W/m2. Se consider6 un tiempo de 20 min para estabilizar la planta una vez
gue esta se coloca dentro de la camara anecoica antes de iniciar las mediciones.
Los resultados se obtuvieron a partir de 600 sefiales registradas obtenidos en cada
una de las 50 mediciones por punto (punto / segundo).

V1.5 Identificacion de la primera frecuencia natural

La identificacion de la primera frecuencia natural se realizO mediante una
estimulacion mecéanica, desplazando el centro geométrico de la planta, siguiendo la
metodologia reportada por (Sano et al., 2013, 2015) con ligeras modificaciones (en
lugar de desplazar una hoja, se desplazo el tallo). El promedio de alturas de las
plantas fue de 57 cm (la longitud considerada para la frecuencia natural calculada
en la Ecuacion 1) (ver ilustracion 1). El laser de un solo punto se utiliz6 como
referencia para descartar sefiales de ruido del suelo, las vibraciones del aire y la
interferencia eléctrica del instrumento, siguiendo la norma 1SO 3744 disminuyeron
siguiendo normas de metrologia recomendadas por el Departamento de Fisica -

Laboratorio de acustica y vibraciones del Centro Nacional de Metrologia CENAM.

VI.5.1 Calculo teérico de Frecuencia Natural

La fisica ha establecido que la frecuencia natural depende de la masa y la rigidez
que tenga un material. Para la estimacion de la frecuencia natural [fn] de forma
tedrica se considera una viga en voladiza (fendmeno cantiléver), en el que se asume
una carga uniforme (w) por unidad de longitud, dénde se calcula la ecuacion 1. Los
valores utilizados para la ecuacion son de origen teérico con fines comparativos. Se
consideraron médulos de elasticidad reportados para paredes celulares
deshidratadas y sus modulos de traccion entre 1.9 y 4.9 Mpa (Kn) (Young et al.,

2002) y los valores constantes fueron reemplazados en la férmula:

Ecuacion (1)f, = ’;—z Elg

wl#
Donde se considero lo siguiente:
> Kn; refiriéndose a una constante;
> n se refiere al modo de vibracion;
> |, el momento de inercia del area;
> |, la longitud del eje;

> E el médulo de elasticidad

\Y

w: la carga uniforme.



Figura 2. Método de estimulacion mecanica y posterior registro de sefal y

primera frecuencia natural.
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La figura es ilustrativa para indicar el desplazamiento manual de aproximadamente 10 centimetros
desde el punto de reposo, en el centro geométrico de la planta.

V.6 Definicién de tratamientos de EA elaborados a partir de frecuencias de
vibracién identificadas en plantas Capsicum annuum L.

El tratamiento se realiz6 mediante la reproduccion de audio en formato (.wav) y un
amplificador. Los actuadores (bocinas) fueron bocinas modelo NS 1400 YAMAHA —
con un diametro de 10 cm, frecuencia de respuesta de 95 Hz a 45kHz (-10dB) y con
una sensibilidad de 85 dB-2.83V-1m. Para poder corroborar la correcta aplicacion
de los patrones acusticos se utilizaron micr6fonos y sonémetros proporcionados por
el Centro Nacional de Metrologia CENAM. Para la aplicacion de frecuencias como
estimulantes biofisicos de plantas Capsicum annuum L se consideraron los

multitono como fuente sonora, descritos en el cuadro 4.

Figura 1. Exposicion de plantas de C. annuum L. a 20 minutos de EA dentro

de camara anecoicay posterior evaluacion transcripcional
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La aplicacion corta de EA se realiz6 asegurando un nivel de presién homogéneo de 80 dB + 0,5

dentro de la cdmara anecoica y un campo envolvente acondicionado



El archivo de audio utilizado dentro de un campo acustico fue creado en el programa

AUDACITY (https://www.audacityteam.org/download/), basado en frecuencias

mayormente detectadas por la vibracion en plantas sometidas a 3 condiciones
hidricas. El campo acustico fue se formé a través de un arreglo de bocinas con
emision homogénea en un volumen de area de 0.6 m3. La aplicacién uniforme de
EA se corroboro utilizando un conjunto de seis micréfonos condensadores B&K (1/4-
type 4180, Serial No 1886367) y sensibilidad de -37.9 dB re 1V / Pa (Briiel & KjEATr)
para monitorear el ruido de fondo, ubicados de manera equidistante en posiciones
X, Yy Z de 56 cm. Los micréfonos permitieron la confirmacién del nivel de presion
sonora de fondo (dB) de ruido de 7.17 £ 0,36 decibles y la aplicacién uniforme de
cada tipo de multimodo EA. En la segunda aplicacion (60 min por una semana
previa a cosecha) en el segundo experimento de campo, se present6 un ruido de
fondo de 36 + 6 dB. Las intensidades se midieron usando un sonémetro Extech
SL510 para el monitoreo de ruido en escenarios ambientales (McLennon et al.,
2019).

VI.7 Preparacion de muestras foliares para pruebas moleculares de
respuesta antioxidante en plantas C. annuum L.

Los extractos fueron obtenidos de acuerdo con la técnica reportadas por (Sibanda
and Okoh, 2008). Se usaron 50 mg de tejido foliar apical, fueron macerados con
nitrdgeno liquido hasta pulverizar. Posteriormente, el tejido pulverizado fue
homogenizado con doble lavado en acetona (2.5 mL por lavado), utilizando tubos
falcon de 15mL por inversion del tubo (5-6 veces) y se almacené a 4°C por 24 h.
Transcurrido el tiempo, volumen se transfirio a viales de 1mL para posteriores
centrifugaciones a 5000 rpm durante 10 minutos y se descarté el sobrenadante. El
precipitado se homogeniz6 por resuspension y vortex con 1.5 mL de regulador de
fosfatos a pH 7.0 (0.05M), fue centrifugado a 13000 rpm durante 15 minutos. El

sobrenadante se recuperd y almacenoé a -20°C.

V1.8 RT-gPCR de enzimas antioxidantes y gen de acuaporina en tejido foliar,
precursores de capsaicinoides en fruto de C. annuum L.

La determinacion de expresion génica se realizd para el primer experimento de
exposicion corta a sonido durante 20 minutos. En esta etapa, se evaluaron hojas
después de la aplicacién de los tratamientos acusticos EA para establecer si se

mantenia o incrementaba la expresion de dichos transcritos.

VI.8.1 Seleccién de oligonucleodtidos cebadores
La amplificacidén de los genes se realiz6 a partir de secuencias de la base de datos
GenBank del National Center for Biotechnology Information (NCBI) como se


https://www.audacityteam.org/download/

muestra con sus respectivos nimeros de acceso en el cuadro 1. En el experimento
de exposicion corta, se midieron dos marcadores genéticos para la biosintesis de
flavonoides: Todos los oligonucleédtidos utilizados fueron proporcionados por
OLIGO T4 y amplificados con Applied Biosystems ™ Power Up ™ SYBR ™ Green
Master Mix para realizar analisis de gPCR (Step One Plus Real-Time PCR System,

ThermoFisher Scientific).

VI.8.2 Método de extraccion de ARN y andlisis molecular

La extraccion de ARN total se realizo utilizando el kit zymo research direct-zol RNA
miniprep, posterior obtencion de ADN complementario para las estimaciones
transcripcionales. Se utilizO ARN de alta pureza (relacion de absorbancia de
260/280 nm por encima de 2,0 y relacién de absorbancia de 260/230 nm de 1,8 a
2,0) para sintetizar el ADNc utilizando el kit de Maxima First Strand # K1612
(ThermoFisher Scientific) para RT -qPCR segun las instrucciones del proveedor (10
min a 25 °C seguido de 15 min a 50 °C). La sintesis de ADNc se realiz6 a partir de
100 ng de ARN total, siguiendo la metodologia del proveedor, utilizando el equipo
C100 Touch Thermal Cycler Marca BIORAD CFX96 Real Time System. El analisis
de expresion génica se realizé6 mediante la Transcripcidbn Reversa acoplada a la

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (RT-gPCR).

VI.8.3 Condiciones de amplificacién

La expresion del gen relativo se evalué mediante el método 2 - AACT (Livak &
Schmittgen, 2001). Para la amplificacion de PCR, que fueron las siguientes: 30
ciclos de 95 °C por 30 s; 65 °C por 2 min; y 72 °C por 1 min. Los productos de PCR
se visualizaron en geles de agarosa al 1.2 % en el foto-documentador DNR Bio-
Imaging System Mini BIS Pro.

Cuadro 2. Cebadores transcripcionales para estimaciones moleculares

Ndimero de acceso

Gen Direccién  Secuencia del iniciador (Pb) al banco genémico

Forward  5-GCAGCATTCCTCCTCCTACT-3
pod Reverse  5-ATTTCTTTGCCTTGTTGTTG-3' 197 NM_001324997.1

Forward  5-CAGCACAAACAGACAAAGATTA3

CaPIPI-1  peverse  5-TTGATGTGTCCTCCTGAGATACY 21 XM_016711608.1
Forward  5-ATTCGCGCTGCAACTAAGAT-3’
Reverse  5-CACCGTGTAAGGCCTTGTTT-3’
Forward  5-CTCTGCCATAGACACCAACTT-3’
Mn-sod Reverse  5-CCAAGTTCGGTCCTTTAATAA-3 179 NM_001324998.1

Forward  5-TCGACCCTCAGTCAAACGAC-3’
chs Reverse  5-TGGGCCACGGAAAGTAACTG3’ 154 NM_001325005.1

Forward 5’-AAATCCAACAAGGGCAGAAG-3

pal 94 NM_001324603.1

ats Reverse ~ 5TCTTTCAGGTCTTCCCCATC-3' 1541 NM_001324769
5 .GATTA
kas ;‘;}’;‘i‘;‘e’ CAAATGCCAG CAAGCTCTGTTGC3 1167 NM_001324658

GTCAAGGTTTGTAGGGTGC-3’

Forward 5-GAGGGTGAGTGAGCAGTT-3'
B-tub Reverse  5-CTTCATCGTCATCTGCTGTC-3 167 NM_001324931.1

Se evalué la expresion de dos marcadores genéticos (genes at3 y kas) involucrados en la biosintesis
de capsaicinoides, utilizando oligonucleétidos previamente descritos por Zunun-Perez et al. (2017).



V1.9 Exposiciéon de plantas de C. annuum L. a 60 minutos de EA en
condiciones de invernadero.

El disefio experimental consistié en los mismos tratamientos EA: LHS, MHS, HHS y
controles adicionales a la etapa 1: silencio, Ruido blanco y estrés hidrico real. Los
tratamientos se aplicaron a plantas cultivadas en condiciones de invernadero a una
temperatura promedio de 25 ° C y 45-53% de humedad relativa. Se registré el ruido
de fondo del campo exterior de 20-36 dB, y el nivel de presion sonora (SPL) de los
tres EA (LHS, MHS, HHS) que se utiliz6 como tratamientos se ajustd alrededor de
85 dB, los altavoces eran los mismos en el experimento 1 y se colocaron a 1 m de
la parte superior de la planta. La etapa de desarrollo de las plantas de C. annuum
L. al momento de aplicacién EA fue de 35 dias. Las plantas se agruparon en cuatro
individuos por cada tratamiento: LHS, MHS, HHS, sin EA o "silencio" y un patrén de
multiples mezclas de sefiales senoidales de frecuencias aleatorias con una

distribucion normal, conocidas como "Ruido blanco” (Kuo, 2018).

VI.10 Exposicion consecutiva de plantas C. annuum L. a 60 minutos de EA
por 2 semanas mediante el uso de cajones reverberantes.

La exposiciéon completa de las plantas a 60 minutos diarios durante 2 semanas se
realizd para explorar la respuesta del metabolismo secundario en frutos. Después
la aplicacion de tratamiento con EA, los frutos se recolectaron y liofilizaron para la
determinacion electroquimica del contenido de capsaicinoides.

VI.11 Preparacion de extractos para cuantificacién de Capsaicinoides
Las muestras fueron 500 mg de muestra liofilizada disueltos en 10 mL de metanol
con una hora de sonicacion). Las muestras se mantuvieron a -20 ° C durante 24

horas. Antes de las mediciones, se mezclaron y filtraron con filtro Millipore 0.25.

VI.11.1 Cuantificacién de capsaicinoides por deteccion electroquimica por
cromatografia liquida de alta resolucion

La deteccidn electroquimica se realizé segun el protocolo HPLC-EC sugerido en la
ficha técnica THERMO-SCIENTIFIC, aplicando las modificaciones descritas a
continuacion. El sistema utilizado incluia una bomba ESA (modelo 582), un
muestreador manual y cuatro canales acoplados al detector ESA, colocado antes
de la matriz Coul - modelo 5600 serie 286. El detector se ajusté a 4 celdas eléctricas
para aplicar potenciales de 400, 550, 700 y 850 mV. La columna utilizada fue una
SUPELCO-CAT 5356250 (25 cm x 4,6 mm x 5 um). El tamafio de la inyeccion fue
de 10 ul, con el 100% de una fase movil isocratica a una presion promedio de 125
y 134 mPa. Las determinaciones de los contenidos de Dcap (29 min) y Cap (35 min)
fueron de acuerdo con las &reas de pico de la curva de calibracion y su respectivo



tiempo de retencidn. La fase movil preparada fue un tampon de acetato de amonio
50 mM, acidificado con acido acético glacial. El pH se ajusto6 a 4.35 con una solucién

estandar de hidréxido de sodio 0.1N. Se mezcl6 con acetonitrilo-amonio (55:45).

VI.11.2 Determinacion espectrofotométrica de capsaicinoides totales

Se afiadio un volumen de 2 mL de H20 a los extractos y se agito vigorosamente con
4 mL de HCI 0,5 N y se afiadi6é a cada mezcla 2 mL de metanol 100% (v/v) antes de
agitar. Se descart6 la fase organica y la capa interfacial. Al mismo tiempo, se
adicionaron 2 mL de reactivo de nitrito de sodio-molibdato de sodio a la fase acuosa
clara y se incubaron durante 15 min a T.A. Finalmente, se agregaron 2 mL de NaOH
1 N antes de la medicion inmediata a una absorbancia de 430 nm. Los resultados
se expresaron como equivalentes de capsaicinoides totales (CAPS) y se estimaron
empleando una curva de calibracion. La absorbancia de las soluciones de las
muestras desconocidas se leyé usando una celda de cuarzo de un cm y en una
adaptacién de la técnica acoplada a microplaca con un espectrofotometro UV-Vis
Thermo ScientificTM MultiskanTM FC (Ferri et al., 2017).

VI.11.3 Determinacién de prolina

La concentracion de prolina estuvo en funcion del acido fosférico en el reactivo de
ninhidrina, y las reacciones se llevaron a cabo a 100 ° C durante 60 minutos, segun
(Lee et al.,, 2018). La absorbancia se midi6 mediante espectrogramas UV-Vis
obtenidos de la curva estandar de reaccién prolina-ninhidrina de prolina y = 0,236x-
0,291 (R2=0,98).

VI.12 Estimacion de porcentaje de sobrevivencia

Se indujo la sequia a través de la restriccion de riego después de una semana de
tratamientos con EA. Al pasar cuatro dias, se adicion6 a cada planta un volumen de
400 mL de rehidratacién para evaluar la sobrevivencia y viabilidad de las plantas
(Wilson et al., 2009).

V1.13 Medicion de la transpiraciéon

Las sefiales adquiridas de las hojas de las plantas se tomaron utilizando el sistema
de monitoreo de la fotosintesis desarrollado por (Millan-Almaraz et al., 2013). Las
sefales de los sensores de temperatura y humedad se usaron para calcular las
variables relacionadas con la fotosintesis, como fotosintesis neta (Pn), balance de
carbono en tiempo real (RTCB). Este proceso de adquisicion se llevo a cabo en un
ciclo de monitoreo de 1 semana para demostrar los cambios de dia y noche en los
datos. Incluye la medicion de la temperatura del aire y de la hoja, la humedad, el

flujo de aire, el dibéxido de carbono y la luz ambiental. Todas las medidas se tomaron



en las mismas condiciones.

VI.14 Estimacion de indice de salud

Para determinar el indice de salud adaptado a C. annuum L. se contemplo el nimero
de hojas, diametro del tallo, biomasa foliar, entre otras, lo cual sirvio para calcular el
indice de salud de la siguiente manera, ver ecuacion 2. (Aguirre-Becerra et al.,
2020; Pérez-Llorca et al., 2018), donde: Is es el indice de salud; dT: diametro de

tallo; a: altura; ps: peso seco (ver ecuacion a).

| (dT)
=|— %
a)ls . )*Ps

VI.15 Cuantificacion de &cidos fendlicos libres totales y Flavonoides

Los compuestos fendlicos se cuantificaron mediante el método de Folin-Ciocalteu
(Oomah et al., 2005) utilizando acido galico como estandar. Los flavonoides totales
de las muestras se midieron segun el procedimiento adaptado para microplacas
utilizando el estandar Rutina, para las estimaciones espectrofotométricas, siguiendo

el método reportado por (Oomah et al., 2005).

V1.16 Determinacion de capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante se calculd utilizando el ensayo del radical 1,1-difenil-2-
pirilhidrazil (DPPH) y el método del acido mono catiénico radical 2,2-azinobis-(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS) como se describe por (Fukumoto & Mazza,
2000; Nenadis et al., 2004). La capacidad antioxidante se expresé como capacidad
antioxidante de Trolox (TEAC) usando una curva de calibracién de Trolox. La curva

de concentracion de Trolox oscil6 entre 50 y 800 pM.

V1.17 Imagenes de termografia

La técnica del termdmetro infrarrojo mide la temperatura de la superficie de la planta
sin tocar la planta. Se us6é una camara termografica modelo IR FLIR5 para tomar
lecturas de temperaturas individuales de las plantas bajo tratamiento. Se utilizaron
imagenes térmicas para capturar tres individuos representativos de cada grupo de

tratamiento.

V1.18 Determinacion de indice de vegetacion normalizada (NDVI) como
indicador de cambios espectrales

El indice (NDVI) es un estimador indirecto de las diferencias en las superficies de la
vegetacion a través de la radiacion roja e infrarroja cercana (NIR) (Beisel et al., 2018;
Mufoz-Huerta et al., 2013). La ecuacion (b) muestra el calculo de NDVI donde RED

corresponde a 650nm de radiacién y NIR a 850 nm aproximadamente.



b) NDVI = (NIR — ROJ0)/(NIR + ROJO)
¢) NDVI = (ROJO — AZUL)/(ROJO + AZUL)

El NDVI se puede adquirir utilizando dispositivos de doble camara o de una sola
camara. Por un lado, las configuraciones de cdmara dual utilizan un sensor rojo y
un sensor NIR, y el NDVI se calcula segun (ecuaciones b y c). Los dispositivos de
una sola camara se basan en camaras RGB con filtros de bloqueo de infrarrojos
(IR) reemplazados por filtros de paso de banda azul. Para calcular el NDVI en la
configuracion de una sola camara, se utiliza la ecuacién (c) donde se utilizan los

canales rojo y azul

VIl. Disefio experimental y analisis estadistico
La estructura general del disefio correspondié a un orden de 24, aleatorio. El andlisis
de los datos se baso en la varianza comparativa de una via con respecto al control
(ANOVA). Se realizé una comparacion multivariante mediante la prueba de

Spearman.

VIIl. Resultados y discusion

VIIL.1 Caracterizacién de 3 niveles de estrés hidrico en plantas Capsicum
annuum L.

Los resultados que corresponden a la caracterizacion de los niveles de estrés
hidrico se muestran en el cuadro 3. El interés en establecer los parametros a cada
condicién fue establecer un el fundamento fisico que permitiera relacionar el nivel
de estrés hidrico con otras variables que afectan la masa y rigidez de las estructuras
biolégicas. Esta condicion inicial permite interpretar diversas interacciones
biomecanicas que también son dinamicas y modifican las tasas de
evapotranspiracion, humedad relativa, temperatura y riego disponible en los

cultivos.

VIII.2 Frecuencia natural en las plantas C. annuum L. con estrés hidrico

Capsicum annuum L. emite vibraciones a frecuencias naturales confirmando que
las plantas actuan como u sistemas mecanicos que mantiene movimientos
particulares (figura 2). Los resultados del registro de vibrometria muestran que la
frecuencia natural de las vibraciones esta entre 1.875y 7.86Hz. La frecuencia menor
corresponde a plantas LHS y se encontré una frecuencia de hasta 6,87 Hz en
plantas con HHS). La primera frecuencia natural generada por las plantas de
Capsicum annuum oscil6 con las amplitudes, variando de 1 a 9 Hz dependiendo del
estado hidrico de la muestra. Estos resultados son similares al ancho de banda
reportado en estudios previos realizados en otras especies como tabaco (Nicotiana

benthamian), trigo (Triticum EAstivum L.) y alamo (Populus sp.), Asi como 6rganos



como hojas y tricomas (Magal et al., 2000; Rosner et al., 2019; Sano et al., 2015).
Cuadro 3. Clasificacion del estrés hidrico en plantas Capsicum annuum L. con

respecto a potencial métrico y dias sin riego.

Nivel de estrés hidrico Estrés hidrico Bajo Estrés hidrico  Estrés hidrico
(LHS) medio (MHS) Alto (HHS)
Dias sin riego 3ad 5a9 >10

Potencial hidrico (MPa)

-0.2a-0.8 -0.81a-1.49 >-1.5
Pérdida relativa de agua
(RWC) (%) 5a15 15 a 30 > 50
Potencial matrico
(Centibar/kPa) 0a9 10a20 > 20
Contenido de clorofila
(umol - m-2) 427 £ 17 220.00 £ 22.2 13012 £17.2

El potencial hidrico se da en los valores teéricos, segun la clasificacion de (Hsiao, 1973). Los tipos
de estrés hidrico se ajustaron a comparaciones experimentales de potencial matricial (Centibar /
kPa) y el ajuste a la escala teérica de contenido de agua (Flexas y Medrano, 2002). Las unidades de
clorofila se expresaron como

Es posible decir que las variaciones ambientales hacen que las plantas adapten su
estructura para enfrentar condiciones hostiles. La respuesta subyacente integra
eventos mecanicos que requieren modificaciones inmediatas que, por lo tanto,
ajustaran la primera frecuencia natural de vibracion y otras vibraciones de todo el
sistema de la planta.

Cabe resaltar que la frecuencia natural de los objetos no depende de la amplitud del
estimulo mecénico o fuerza ejercida sino de las propiedades del material. Segun
estudios previos, solo determinadas ondas acusticas podrian tener un efecto
selectivamente favorable para ejercer un efecto de comunicacion fisica entre
plantas. Esta comunicacion esta siendo explorada para determinar si algunas
especies son susceptibles a cambios derivados de la exposicion a ciertas
frecuencias. Por ejemplo, se ha demostrado que ciertas ondas inducen la sequia y
la tolerancia a enfermedades en plantas cercanas o en partes de la misma planta
(Choi et al., 2017; Jeong et al., 2014; Lépez-Ribera & Vicient, 2017).



La imagen muestra la velocidad de desplazamiento del tallo de las plantas C.
annuum usando un sensor de desplazamiento laser Doppler. La velocidad de
desplazamiento de las formas de onda LHS, MHS y HHS correspondientes al
dominio de frecuencia utilizando transformadas r4pidas de Fourier (graficos de la
derecha) y su respectivo dominio de tiempo obtenido de las plantas (graficos A, By
C de la figura 2).

Los resultados demostraron que las plantas de Capsicum annuum L pueden
también presentar frecuencias naturales adicionales a la primera natural. Esto
podria explicar la variacion observada en los modos de vibracion de la planta,
debido a que las condiciones de elasticidad, rigidez y masa varian con las
condiciones ambientales, edad fenoldgica, geometria tipica de un fenotipo, entre
otros, a diferencia de la de otros materiales inertes. Podria considerarse que las
vibraciones de las plantas se varian de forma proporcional y dependiente del agua
disponible. Asimismo, su biomecanica es estrictamente dependiente de las

interacciones ambientales circundantes al entorno de crecimiento

Figura 3. Espectros de lafrecuencia de vibracion en el dominio de tiempo para
plantas C. annuum L.
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La sefial roja corresponde laser scanner multiple 3D. La linea azul pertenece a una segunda sefial
del segundo vibrometro (un solo punto) que se utilizé como punto de referencia para evitar la posible
fuente de ruido.



En esta seccidn concluye que, las plantas pueden ser sensibles a un amplio ancho
de banda de sonidos audibles, similar a lo reportado por (Cochard et al., 2013).
Ademas, el intervalo de frecuencias en el que una planta puede generar cualquier
onda o 'emision’ es dependiente de su estatus hidrico. Asimismo, la importancia de
los intervalos de las frecuencias de tratamientos que, podrian utilizarse para
comunicar y preparar las plantas para condiciones ambientales cambiantes, como
la escasez de agua (Gagliano, 2013; Gagliano & Renton, 2013).

Cabe mencionar que es relevante entender la dinamica de las vibraciones en las
plantas para poder usar propiedades fisicas como potenciales indicadores
fisiologicos del estado de salud de las plantas. Los datos masivos de fendmenos
como las vibraciones de las plantas pronto podrian ayudar como sefales de rasgos
que podrian transformar o agregar a los modelos de prediccién que podrian emplear
métodos de aprendizaje como Support Vector Machine (SVM), K-means o redes
neuronales para clasificar, detectar, o predecir el estrés en las plantas (Kamilaris &
Prenafeta-Boldu, 2018).

También se ha propuesto que dichas vibraciones pudieran estar enviando
informacion del estatus de salud de una planta a otra a través de la propagacion de
sefales fisicas transmitidas por el aire. Se ha sugerido que dicho fenémeno es
complementario a las sefiales quimicas y que podria suceder en las plantas a muy
bajas intensidades y probablemente largas distancias (Gagliano et al., 2017).

No obstante, pocos experimentos han profundizado en la identificacién de dichas
sefales. Por ultimo, se sugiere que pueden obtenerse mas datos si se realizan mas
experimentos con el fin de caracterizar los modos de vibracion de la planta de chile

bajo tensiones particulares, condiciones climaticas y etapas fenoldgicas, etc.

VIII.3 Identificacion de sefales de frecuencia en Capsicum annuum L

A continuacion, se establecen las sefiales seleccionadas (cuadro 4). Estos datos
fueron utilizados para reproducir las sefales de vibracién de las plantas por medio
de actuadore acusticos y ser usados como tratamientos acusticos originados en
condiciones (nivel de estrés hidrico) especificas.

Dado que, el estado de humedad de una planta afecta sus membranas celulares y
esta relacionado con alteraciones bioquimicas, seguidas de eventos mecanicos
resultantes de alteraciones a la geometria, rigideces y masa (Emmanuel de Langre
et al., 2019; Loughian et al., 2014), se contemplé una seleccion por cada nivel. Asi,
otros factores biofisicos, como la deformacién del suelo también puede variar segun

la funcion hidraulica (Robinson, 2019).



Cuadro 4. Seleccion de frecuencias de vibracion usadas para conversion a

sonido en forma de EA.

Nivel de Picos de sefal principales Amplitud

estrés hidrico (Amplitudes destacadas) Rango de velocidad (mm/s)
Archivos multitono .WAV

LHS 50, 360, 480,600,1700 0.2413 -1.29

MHS 240, 320, 480, 525 0.0254 - 1.13

HHS 240, 291, 445, 570 0.5499 - 6.78

WNC Frecuencias aleatorias independientes con una distribucién

de probabilidad uniforme en un intervalo

Para cada tratamiento se eligieron los cuatro picos de amplitud de sefial mas altos a partir de la sefal
del dominio de la frecuencia. Las frecuencias se identificaron como las de mayor repetibilidad entre
individuos y mayor amplitud durante la grabacién de sefiales.

Estas sefiales podrian tener aplicaciones ecoldgicas, principalmente para obtener
beneficios agronomicos (Fernandez-Jaramillo et al., 2018), similares a los obtenidos
cuando se encontré que las plantas tienen respuestas tigmomorfogénicas activas
(Niez et al., 2019). Probablemente, todas estas interacciones convergen en la
capacidad de las plantas para percibir su situaciébn ambiental y la supervivencia que
le corresponde.

Las senales pico podrian tener potencial para inducir respuestas en cultivos,
utilizando herramientas bioacusticas o vibratorias y posiblemente activar
mecanismos de respuesta que incrementen las propiedades nutracéuticas de las
plantas, de manera similar a las reportadas por la aplicacion de sonido (Li & Gong,
201).

Finalmente, aln existe un vacio de conocimiento sobre el mecanismo por la que
pueden responder a estimulos acusticos, aunque existe vasta evidencia que, los
efectos mecanicos activan el metabolismo de la planta, promueven la division y
mejoran la actividad de enzimas protectoras y hormonas endbégenas, aumentando
el contenido de azucares solubles, proteinas y niveles de transcripcion. Por lo tanto,
se podria inferir que estas fluctuaciones también estan involucradas en las

respuestas de sefalizacion biomecéanica (Hassanien et al., 2014; Jung et al., 2018).

VIII.6 Influencia de la exposicién breve (20 min) de plantas C. annuum L. a
EA en lo genes Mn-sod, pod, pal, chs y caPIP-1

En la figura 4 se muestra como todos los tratamientos EA. LHS, MHS y HHS
activaron la transcripcion de los genes de respuesta antioxidante y el gen de
acuaporina de una manera dependiente del tratamiento. Los tratamientos LHS y
MHS mostraron una regulacion a la baja de Pal con una disminucién de su expresion
aproximada -4,37 y -2,077 veces de cambio, respectivamente, mientras que HHS
activé una regulacion positiva de ~ 0,5 veces. Por el contrario, LHS y HHS redujeron

significativamente la expresion de Chs en ~ (-1,12 y -1,04 veces de cambio,



respectivamente), mientras que MHS regularon significativamente su expresion
(0,63 veces).

La transcripcion del gen Pod mostr6 una regulacion positiva de ~2,8, ~1,9y ~ 3,6
veces de cambio por LHS, MHS y HHS, respectivamente.

De manera patrticular, el tratamiento HHS mostré un efecto mas sustancial en Pod.
Al igual que la tendencia de activacion del gen Pal ejercida por los EA, el gen Mn-
sod fue regulado negativamente por LHS y MHS ~ (-1,26 y -1,19, respectivamente)
mientras que HHS mostré una regulacion positiva (0,23 veces). No obstante, la
seflal de HHS no difirié significativamente del control de silencio (*). Sod y Pal
mostraron una correlaciéon positiva (0,73 *), mientras que Chs y Pod presentaron
una correlacién negativa (- 0,58 *). Por otro lado, el gen de la acuaporina CaPIP-1
mostro una regulacién a la baja significativa después de todos los tratamientos con
EA. Especificamente, LHS ~ (- 2.41), MHS ~ (- 0.43) y HHS ~ (-6.36) en
comparacién con el control de silencio. CaPIP-1 también mostré una correlacién

negativa con Pod (- 0,98 *) y positiva con Chs (0,60 *).



Figura 4. Perfil de transcripcion de genes. A) Peroxidasa (Pod), B) acuaporina

de aji (CaPIP1-1), C) fenilalanina amoniacal-liasa (pal), D) Mn-superéxido

dismutasa (Mn-sod) y, E) Chalcona sintasa (Chs), F) Escala de color de

expresion.
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Influencia de la exposicidn breve (20 min) de las plantas de C. annuum L. a los tratamientos de EA
en la expresiodn génica, asociada con genes de estrés hidrico (Mn-sod, pod, pal, chs) y flujo de agua
(caPIP-1).



VIIL.7 Influencia de la exposicidon prolongada (60 min) a los tratamientos EA

en cambios morfologicos, bioquimicos de plantas C. annuum L.

La Figura 5 muestra los efectos morfoldgicos vy fisioldgicos de la aplicacion de EA
en plantas sanas y bien regadas. En el panel A), el grafico muestra que solo LHS y
MHS afectaron significativamente el contenido de clorofila en comparacion con el
silencio y el control del Ruido blanco. El panel B muestra que los EA podrian afectar
parcialmente la tasa de absorcién de agua o el esfuerzo ejercido por las plantas
estimuladas con sonido, quizés por ajustes biomecénicos en las raices. ElI LHS, el
control de silencio y los tratamientos de Ruido blanco no presentaron diferencias
significativas entre ellos. Solo MHS mostro diferencias significativas en comparacion
con el control de silencio (Panel C).

Finalmente, los EA no mostraron diferencias significativas en la longitud de las
plantas entre los diferentes tratamientos, pero si un cambio ligero de longitud en las
plantas tratadas con MHS. En general, las variables morfologicas de las plantas no
se vieron afectadas drasticamente por los EA, excepto en el estado del sustrato en
el que crecieron, mostrando cambios en el potencial matrico. Por otro lado, los
resultados bioquimicos fueron contrastantes.

La segunda etapa experimental consistido en la exposicion de una semana a los
tratamientos EA y mostré cambios ligeramente significativos en el contenido de
clorofila. Sin embargo, el potencial matricial y el diametro del tallo se vieron
afectados. Después de una semana de aplicaciones EA. El tratamiento MHS
comparado con el silencio demostré que las plantas disminuyeron su absorcion de
agua cuando percibieron el estimulo con patrones acusticos especificos. A partir de
los hallazgos se sugiere que el comportamiento de la mecanica hidrica de las hojas
y las raices con respecto al potencial hidrico del sustrato, puede ser altamente no
lineal, en concordancia con lo reportado por otros autores (Mencuccini et al., 2019).



Figura 5. Efectos morfoldgicos y fisioldgicos de la aplicacién de EA en plantas sanas

de C. annuum L.
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El panel A muestra que el contenido de clorofila estimado con medidor SPAD-502 (Konica-Minolta
Japén) (mm.m2), el panel B muestra el potencial matrico medido con un WATERMARK-Item #
6450WD. El panel C indica el diametro del tallo (mm) y el panel D muestra la longitud del tallo (cm).
Los resultados se expresan en base seca. Las barras representan la media £ S.D. Los asteriscos

sobre las barras indican que la respuesta al tratamiento fue significativamente diferente (p <0.05).

Se exploro una asociacion entre los tratamientos de EA y la acumulacion de prolina
para inferir un efecto potencial sobre el estrés hidrico o la osmorregulacion
desencadenada por los EA utilizados como tratamientos de sonido en este trabajo
(ver Fig. 6).

El tratamiento con MHS mostré la mayor acumulacion de prolina (3,63 mM), seguido
de HHS (2,80 mM) y Ruido blanco (1,49 mM). La acumulacion mas baja se observé
mediante el tratamiento de silencio (0,86 mM) y LHS (0,64 mM). De acuerdo con
esto, MHS puede inducir 4.2 veces mas acumulacion de prolina en comparacion

con el tratamiento de silencio.



Figura 6. Efecto de los tratamientos EA en la acumulacion de prolina en hojas

de C. annuum L.
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Los resultados del contenido se expresan en base seca Las barras representan la media £ S.D. Los
asteriscos sobre las barras indican que la respuesta al tratamiento fue significativamente diferente
(p <0.05).

Los tratamientos EA resultaron en un aumento del 5% del contenido de prolina
después de los tratamientos MHS y HHS, dentro del rango reportado en la literatura.
De esta manera, puede asociarse que los EA, pueden tener efectos protectores en
la planta, ya que la prolina actia como un estabilizador de membranas y proteinas,
es un inductor de genes relacionados con el estrés osmaético. También actia como
mediador del ajuste osmotico (Delaunet & Verma 1993; Kavi Kishor et al. 1995;
Yoshiba et al. 1997). Adicionalmente, es una fuente de carbono y nitrégeno
disponibles en la rehidratacion celular. También cumple la funcién de proporcionar
electrones equivalentes de reduccion (provenientes del catabolismo de prolina) para
sostener fosforilacion oxidativa, cuando empieza su degradacion.

Un incremento de la prolina también puede ser indicador de recuperacion al estres,
ya que su degradacion libera ATP que es usado por las plantas durante la
recuperacion del estrés (Hare & Cress 1997; Hare et al, 1998). Ayuda en la
decodificacion del exceso de NH4+ y permite que las células logren liberar tension
oxidativa (Ramanjulu & Sudhakar, 2000; Harsh).

Por otro lado, los resultados de metabolismo secundario que corresponden a



capsaicinoides demostraron que, en etapa de fructificacion se exhibe una respuesta
dependiente del tipo de tratamiento.

La acumulacion de CAP demostr6 potencial de afinidad o posible selectividad de las
plantas hacia las sefiales (Fig.7), de hecho, las EA de MHS y HHS mostraron
diferencias significativas en ambos niveles de capsaicinoides en comparacion con
el Ruido blanco y el control negativo.

El tratamiento LHS (257,31 p/g de Cap y 134,43 u/g de Dcap) mostro una diferencia
significativa respecto al control positivo, el cual fue un grupo de plantas inducidas
con estrés hidrico por una semana de restriccién de riego (1417,33 p/g de Cap y
430 u/g de Dcap). En consecuencia, todos los EA indujeron cantidades significativas
de Cap y Dcap. MHS mostré contenidos de 1000,64 u/g de Cap y 147 u/g de Dcap,
presentando un aumento de veces al cambio de (~ 5,37y ~ 1,72, respectivamente).
En particular, el tratamiento con MHS mostré un aumento de aproximadamente 6,9
veces el cambio de la proporcién de Cap hacia la biosintesis de Dcap (ver Fig.7).
Se encontré que el tratamiento MHS fue significativamente diferente al resto de
tratamientos y controles para los tratamientos de EA. Asimismo, los resultados
indican una ligera diferencia al comparar la EA con el estrés hidrico, lo que confirma
gue los tratamientos MHS y HHS presentaron efectos similares en la induccion de
la via de los capsaicinoides.

Por otro lado, EA cambia la proporcion regular en las producciones de
capsaicinoides. Los resultados demostraron que los tratamientos EA pueden
generar contenidos de capsaicina similares a los inducidos a través del estrés
hidrico natural que, en esta investigacién alcanzo un incremento 8,33 veces mayor
gue el control negativo de plantas bien regadas mantenidas en silencio, confirmando
que C. annuum L. podria ser altamente sensibles a la elicitacion de metabolitos
mediante EA.

En el mismo sentido, otros estudios han informado que el rendimiento del
capsaicinoide relacionado con el estrés hidrico aument6 de ~ 3.6 a 4.52 veces, lo
que se explica por una competencia potencial entre la biosintesis de capsaicinoides
y otros metabolitos fenilpropanoides (Phimchan et al., 2014).

El efecto de la sequia puede aumentar relativamente los CAP en las plantas
estresadas por la sequia de los cultivares de bajo picante (aumento de 1,7 a 7,2
veces el cambio), que fue mas alto que los de los cultivares de picante medio, un
rango de 1,13 a 1,41 veces el cambio (Phimchan et al., 2014). Aun asi, en los
resultados bioquimicos de este estudio, puede sugerirse que los efectos de sonido
dependen de las respectivas frecuencias EA especificadas como baja, media y alta.

Figura 7 Efecto de los tratamientos EA en el contenido de capsaicina y
dihidrocapsaicina
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El cuadrante A muestra el contenido de capsaicinay B el contenido de dihidrocapsaicina determinado
en frutos de chile después de una semana de tratamientos con EA. Los controles utilizados para
validar la afinidad de frecuencia fueron: control negativo de No-EA regularmente regado y Ruido
blanco para descartar la respuesta a cualquier otro tipo de frecuencias (frecuencias aleatorias).

El control positivo del estrés hidrico se mantuvo bajo restriccion de agua durante el
tratamiento. Los resultados del contenido se expresan sobre una base seca. El
cuadrante C muestra la relacién entre Cap y Dcap. Los asteriscos sobre las barras
indican diferencias significativas en respuesta a los tratamientos (p <0.05).

La proporciéon de capsaicina / dihidrocapsaicina puede ser de 1: 1 o 2: 1. Por lo
tanto, era de interés considerar si la tasa comunmente reportada era consistente
después de los tratamientos.

La relacién entre Cap y Dcap podria explicarse a partir de su base estructural, ya
que la capsaicina sometida a hidrogenaciéon forma dihidrocapsaicina. En
consecuencia, la falta de moléculas de hidrégeno por estrés hidrico podria causar
una reduccion en la proporcion de dihidrocapsaicina (Kaiser et al., 2017). Los
resultados mostraron que dependiendo de la EA (HHS, MHS, LHS) aplicada a las
plantas, la capsaicina aumenta y la tasa entre Cap y Dcap también aumenta, en

comparacion con los controles que utilizan el tratamiento de silencio y Ruido blanco.

Con respecto a los resultados moleculares, los hallazgos confirmaron que a nivel



transcripcional hay un efecto significativo en expresion de uno de los genes
relevantes en la regulacion de la biosintesis de CAP de la capsaicina sintasa (at3)
y la B-cetoacil sintasa (kas) en las muestras con diferencias contrastantes en el
contenido de CAPs, siendo los tratamientos MHS y HHS los que mayor diferencia
presentaron en la expresion de Kas con respecto a la expresion inducida por el
control de Ruido blanco. (ver Fig. 8).

Se observo una regulacion positiva significativa mediante el tratamiento con MHS
(2,3 veces) en comparacion con las muestras de HHS y Ruido blanco.

Figura 8. Efecto de los tratamientos EA en la expresidon de los genes kas y at3

asociados a la biosintesis de capsaicinoides en frutos de C. annuum L
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El analisis RT-gPCR de pun 1 (at3) y kas. Estos genes reguladores de la via biosintética de las
plantas de chile expuestas a tratamientos contrastante de EA. Las barras muestran la expresién
relativa calculada como cambio de veces con respecto a la tubulina como gen de referencia. Los
célculos se realizaron utilizando Cq y 2A Cqg. Las barras representan medias + SD, n = 3. Los
asteriscos encima de las barras indican que la respuesta al tratamiento fue significativamente
diferente después de un ANOVA (p < 0.05).

Los resultados de la expresion de at3 sugirieron que la acumulacion de
capsaicinoides observada después de los tratamientos con MHS y HHS estaba
relacionada con la regulacion del nivel de transcripcion. Por lo tanto, las ondas

acusticas MHS y HHS indujeron la transcripcion de un gen critico de la biosintesis



de capsaicinoides (at3 y, kas), que es una explicacion molecular parcial de por qué
aumentaron en comparacion con el Ruido blanco.

Cabe mencionar que, la asociacion entre las respuestas después de la exposicion
corta (etapa 1) y la prolongada (etapa 2) de plantas de C. annuum a las EA se
analizé mediante un analisis de componentes principales (PCA). Su correlacion se
muestra en la Fig. 9, asi como también el cuadro 5, indica los porcentajes de
dispersion de participacion de los componentes en la respuesta integrada de todas
las variables. Esto significa que la respuesta de transcripcion de los genes Pal y Pod

podria explicar aproximadamente el ~ 70% del efecto observado.

Cuadro 5. Porcentaje de representatividad de los principales componentes
gue influyen en larespuesta de las EA

Numero Valor Porcentaje Porcentaje
propio acum.
1 5,3199 33,470 N 33,470
2 4,0953 25,766 N 59,236
3 3,0099 18,937 X 78,172
4 1,4593 9,181 v 87,353
5 1,1871 7,468 . 94,822
6 0,5255 3,306 . 98,128
7 0,1908 1,200 99,328
8 0,0791 0,497 99,826
9 0,0243 0,153 99,978
10 0,0034 0,022 100,000

Contribucion parcial de las diferentes respuestas variables a los tres primeros componentes
principales que explican las respuestas de los EA.

Las correlaciones estadisticamente significativas (prueba de Spearman) se
presentan en la gréafica de color de la figura 9. Las correlaciones positivas de los
genes Pod y Pal (0,73 *) son similares a otros hallazgos que informaron una
diferencia en los niveles de pungencia y crecimiento estimados en plantas
estresadas por sequia. Autores encontraron un aumento en las actividades de las
enzimas Pal, C4h, At3 y peroxidasa (POD) (Phimchan et al., 2014). Por el contrario,
Chsy Pod presentaron negativo (p <0,0471 *). De manera equivalente, la capsaicina
y la dihidrocapsaicina presentaron una fuerte correlacion positiva (p <0,0001 *). Los
resultados del presente trabajo sugirieren que las plantas evaluadas en dos etapas
de desarrollo pueden reaccionar de forma estadisticamente significativamente a la
exposicidn de sonidos, tal como lo son las EA usadas en este trabajo, posiblemente
activando mecanismos de respuesta a estimulos fisicos.

Paralelamente, Pod present6 una correlacion negativa con el gen de la acuaporina
CaPIP-1 (p <0,001 *), mientras que CaPIP-1 mostré una correlacién positiva con
Chs (p <0,0423 *) e igualmente, Sod y pal presentaron una relacibn muy positiva.
correlacion (p <0,0065 *). La tendencia negativa en la correlacion entre Pod y
CaPIP-1 y positiva entre CaPIP-1 y Chs indicé un posible efecto dinamico y
cambiante ejercido por las frecuencias de las EA y el papel antioxidante que se

juega cuando se generan estrategias en la planta para incrementar la tolerancia a



Componente 2 (258 %)

la sequia. Los genes Mn-sod, Pod, Pal y Chs codifican enzimas protectoras que
forman parte del sistema de defensa antioxidante contra los radicales libres. y su
respuesta variable cambi6 significativamente segun el tratamiento con EA. El
contenido de clorofila se correlacion6 positivamente con la longitud (p <0,0175 *) y
negativamente con los genes Pal (p <0,0012 *) y Sod (p <0,0174 *).

Figura 9. Efecto de los EA en la respuesta integral de metabolismo primario y
secundario de C. annuum L
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Gréficos de resumen. Los cuadrantes a) y b) representan la distribucién grafica de PCA de diferentes
respuestas variables; El cuadrante c) muestra un mapa de colores realizado con la correlacién de
Spearman significativa entre todas las variables evaluadas. Los colores indican los niveles de
correlacion, los esquemas de colores personalizados son los siguientes: correlacion negativa = -1
(azul) y correlacion positiva = 1 (rojo).

Como era de esperar, la respuesta molecular de dos genes de la via esencial de la
sintesis de capsaicinoides, como at3 (p <0,0125 *) y Kas (p < 0,0053 *), mostr6 una
correlacion positiva con capsaicina de (0,78 *) y (0,83 *) respectivamente, mientras
gue solo at3 (p <0,0358 *), con Dihidrocapsaicina (0,70 *).

Los resultados indican una respuesta correlacionada entre las dos etapas



fenologicas de las plantas (floracion y fructificacion) y su respectiva respuesta a los
tratamientos con EA. En particular, la correlacion negativa de la clorofila y la
expresion relativa de Pal (-0.82 *) y Sod (-0.67 *) podria deberse a sus funciones
metabdlicas opuestas, como el metabolismo primario y secundario,
respectivamente, diferente de la correlacion de la longitud de la planta, lo cual se
correlaciona positivamente (0,60 *). Ademas, el gen de la acuaporina se
correlaciona positivamente con la dihidrocapsaicina (p <0,0030 *). Al mismo tiempo,
la osmorregulacion de la prolina se correlaciona positivamente con el diametro del
tallo (0,66 *) y la expresion del gen Chs (0,72 *) con significaciones de p <0,0066 *
y p <0,0074 * respectivamente. Segun el potencial matricial, se correlaciona
positivamente con el gen Chs (0,65 *) p <0,0169 *; contenido de capsaicina (0,86 *)
y dihidrocapsaicina (0,74 *), ambos con una significacion de p <0,0001 *.

Los resultados son comparables con previos reportes que sugieren una relacion
causal entre el aumento de la sintesis de prolina y la tolerancia de las plantas al
estrés hiperosmoético, ya que las plantas acumulan prolina durante la exposicion a
dafios ambientales graves como la salinidad y la sequia (Hare et al., 1999) Su
contenido puede variar del 5% al 80% del total de aminoacidos (Meena et al., 2019).
Estos hallazgos respaldan que los EA relacionadas a los patrones de vibracion de
las plantas de C. annuum con estrés hidrico, pueden desencadenar respuestas
moleculares y bioquimicas relacionadas con las respuestas al estrés por sequia,
esto representa conocimiento nuevo relevante, ya que las EA estan asociadas a

sefales provenientes de la planta.

VIII.8 Tolerancia a la sequiay productividad de biomasa como respuesta de
recuperacion después de EA y rehidratacién

Se monitorearon las plantas expuestas a sequia y su capacidad de recuperacion
después de EA y rehidratacion. El cuadro 6 indica el porcentaje de sobrevivencia de

las plantas que sobrevivieron a la exposicion a sequia por 12 dias.

Cuadro 6. Aplicacion de EA y porcentaje de sobrevivencia

TRATAMIENTO /VARIABLE

ESTRES HIDRICO C + 56%
SILENCIO (C -) 87%
MHS 77%
HHS 75%
RUIDO BLANCO 81%

Por otro lado, la figura 10 se muestra el porcentaje de productividad obtenidos en
los diferentes tratamientos con EA. Para dicha estimacion se contemplo el

rendimiento en masa de las plantas y el peso del fruto.



Figura 10. Efecto de los tratamientos EA en la biomasa de C. annuum L.
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Tratamiento /Variable Peso Del Fruto Peso De La Planta
(9)/kg de planta (Kg)
ESTRES HIDRICOC+ | 0.02%0 6.0 £ 0.25
SILENCIO (C -) 0.08+0 6.8 + 0.55
MHS 0.06+0 6.6 + 0.26
HHS 0.03+0 7.0 +0.55
RUIDO BLANCO 0.04+0 7.3+0.60

Respuesta de la biomasa en plantas tratadas con EA. El recuadro A muestra los cambios de peso
en la planta y el recuadro B indica la relacion entre pesos de fruto / planta. Se consideraron analisis
de varianza. Los resultados representan la media de tres réplicas + DE *asteriscos expresan
diferencias significativas respecto al control negativo por la prueba de Dunnet (p < 0.05).

El estatus hidrico inicial afect6 significativamente el peso total del fruto con respecto
a la planta. El control negativo del riego demostré6 mantener valores promedios de
produccion. No obstante, el tratamiento acustico de Ruido blanco demostr6 un
incremento del 7% en peso. Por otro lado, el peso es una variable que debe
acompanfarse de otras caracteristicas morfologicas asociadas al desarrollo vegetal.
Estas se muestran a continuacion en el cuadro 7.

El control de silencio presentd una mayor altura entre los tratamientos en etapa de
floracién, mientras que el tratamiento MHS presentd mayor crecimiento en la
fructificacion. El diametro de tallo lo presentdé el Ruido blanco, al igual que el
desarrollo foliar, acompanado del tratamiento MHS.

Literatura técnica del manejo de cultivo, refiere 20 a 30 t/ha (cuatro a seis cortes)
bajo riego de aspersion o rodado y de 40 a 60 t/ha con sistema de fertiirrigacion

(riego por goteo) (De Luna-Vega et al., 2017)



Cuadro 7. Efecto de las EA en el desarrollo morfolégico de C. annuum 2 etapas

fenoldgicas.

EA Altura (cm) Diametro del tallo Numero de hojas
(mm)

[Variabl BF FM BF FM BF FM
e
C+ 32.7+1.2 51.7+40 66+04 8704 56+9 111 +14
(CH) 555+10 553+174 79+03 10.1+29 85+17 118+ 21
MHS 37.1+32 61.1+85 22+11 103+19 585 143 +16
HHS 43.3+40 558+149 25+09 103+14 6416 118 £ 29
Ruido 46.8+ 2.0 61.7+31 84+06 12+13 6011 156 + 27
blanco

Etapas: Floracion (BF); Madurez de fructificacion (FM). Los valores muestran la media de tres
experimentos independientes. Los resultados representan la media de tres réplicas + DE

Paralelamente, se midié la conductancia estomatica y las diferencias entre

tratamientos pueden observarse en la figura 11.

Figura 11 Efecto de EA sobre la conductancia estomatica y el rendimiento de
cultivo de C. annuum L. campo
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Los cuadrantes A) y B) muestran la conductancia estomatica después de los tratamientos con EA,
respectivamente. Se consideraron andlisis de varianza. Los resultados representan la media de tres
réplicas + DE *asteriscos expresan diferencias significativas respecto al control negativo por la
prueba de Dunnet (p < 0.05).

Una explicacion del comportamiento de ganancia-perdida de biomasa vy
transpiracion puede explicarse considerando que la limitacion de agua en las
plantas promueve la biosintesis/acumulacién de acido abscisico (ABA), que tiene
un papel crucial en el cierre estomatico, lo que conduce a una disminucion de la
conductancia estomatica y minimiza las pérdidas por transpiracion (Balestrini et al.,
2018).

El tratamiento MHS puede inducir una mayor conductancia estomatica en niveles

significativamente mas altos que los controles. Esto es de interés para la tolerancia



a sequia ya que se ha reportado que un alto rendimiento requiere una alta
conductancia estomatica para mantener una fijacion de CO2 adecuada.

Ademas, algunas caracteristicas de las hojas, como el numero/densidad de
estomas y la estructura del mesofilo de la hoja, pueden aumentar la eficiencia en el
uso del agua (Leonardis & Petrarulo, 2012). Convenientemente, la regulacion
epigenética estd emergiendo como un mecanismo esencial en respuesta al estrés,
como la variante H1-S de la histona enlazadora inducida por la sequia, que esta
relacionada con la regulacion negativa de la conductancia estomética en las plantas
de tomate (Scippa et al., 2004).

Otros estudios realizados en trigo sugieren que variedades modernas de alto
rendimiento mantienen altas tasas de conductancia estomatica con una humedad
optima del suelo, para reducir la conductancia estomética cuando la humedad del
suelo es limitada. Estos resultados sugieren que pruebas de mayor profundidad
molecular son requeridas para integrar los hallazgos y descifrar el mecanismo

molecular que regula los cambios de conductancia estomética observados.

Por lo tanto, proporcionar informacién precisa sobre la capacidad de supervivencia
después de los tratamientos con EA puede implicar factores adicionales. Por lo
tanto, de los resultados puede inferirse el efecto estomético y de rendimiento en
cultivo se relacionan de forma proporcional. También se midid la transpiracion,
como se muestra a continuacién en la figura 12. Asimismo, la correlacién entre
conductancia estomatica y transpiracion se identific6 como una relacion
proporcional.

Figura 12. Efecto de EA sobre la conductancia estomatica y el rendimiento de

cultivo de C. annuum L. campo
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Los cuadrantes A) y B) muestran la conductancia estomatica después de los tratamientos con EA,
respectivamente. Se consideraron andlisis de varianza de correlaciones significativas para
significacion estatica P<0,001*, y los asteriscos (*) muestran las diferencias.



Cabe resaltar que la conductancia estomatica varia con respecto a la intensidad de
la luz, a diferencia de la escala de la hoja, donde la conductancia estomatica
muestra aumentos marginales o decrecientes (Wehr et al., 2017).

Otra posible explicacion de los resultados en transpiracion y conductancia
estomatica en hoja, tanto de controles como de EA es que la conductancia
estomatica se ha modelado extensamente empirica y tedricamente. Ambos
enfoques lo describen como proporcional a la fotosintesis neta, dadas las
concentraciones fijas de COz y vapor de agua en el aire. Sin embargo, la asociacién
entre la transpiracion y el estado fisiolégico indica que la planta se encuentra activa
en su proceso metabdlico, generalmente en estados de enfriamiento evaporativo,
absorcién de nutrientes y entrada de biéxido de carbono.

Esto podria explicar que la evapotranspiracion aumente casi 4 veces en los
tratamientos MHS y de Ruido blanco. Autores han reportado que a medida que
avanza la temporada de crecimiento, hay variaciones en las tasas de conductancia
estomética y transpiracion (Wehr et al., 2017).

Otros resultados de interés estimados corresponden al factor de indice de salud.
Este valor es un estimador arbitrario que puede ser obtenido de cada especie y se
comportara en rangos especificos debido a la proporcion de valores. En este caso,
la referencia fue el control negativo, estableciéndose valores normalizados (con
respecto al control), en el que se consideraron los siguientes estimadores: indice de
plantas enfermas >10 y plantas sanas<10. El cuadro 8 muestra que MHS exhibi6
un aumento de desarrollo foliar en el nUmero de hojas, diametro del tallo y longitud,
lo que resulté en un indice mas saludable que los demas tratamientos en ambas
etapas, seguido por Ruido blanco que mostré valores ain mayores, pero mas en
las etapas de fructificacion, por encima del control negativo. Por el contrario, el
control positivo y los EA con mas restriccion de riego mostraron valores de indice
de desarrollo morfolégico y de insalubridad méas bajos, cercanos a 20 (Max). Sin

embargo, HHS no mostro diferencias en el control negativo.

Cuadro 8. Diferencias morfolégicas de C. annum L. después de tratamientos

con EAs en diferentes estados fenoldgicos

Etapa BF FM BF FM BF FM FM
T . Numero de Diametro de Altura indice de
ratamiento .
hojas tallo (cm) (cm) salud vegetal
C+ 64 103,5 6,7 11,1 32,8 52 18,87
C- 85 129,7* 7,9 9,3 55,5*% 48 9,93
MHS 58 142,7* 2,72 10,3* 37,2 61,2* 4,22
HHS 56 118,3 2.6 8,7 43,3 55,8 4.49
Ruido 60 156,3* 84  12* 46,8* 61,7 13,96
blanco

Etapas: Floracion (BF); Madurez de fructificacion (FM). Los valores muestran la media de tres
experimentos independientes. El indice de sanidad se calcul6 dividiendo el diametro del tallo entre
la altura, multiplicando el resultado por peso seco y peso seco segun (Aguirre-Becerra et al., 2020;
Pérez-Llorca et al., 2018).



Con respecto al contenido de clorofila, diversos factores ambientales como la sequia
y salinidad pueden disminuir la actividad de los pigmentos fotosintéticos (clorofila),
sin embargo, estas diferencias también pueden ser un resultado de una fertilizacion
inadecuada (Chavez et al., 2018). El contenido de nitrégeno (N) esta estrechamente
relacionado con la capacidad fotosintética de las hojas debido a que los tilacoides y
las proteinas del ciclo de Calvin representan la mayoria del N foliar, lo que indica
una relacion muy estrecha entre la concentracion de clorofila y el contenido de N
(Muifioz-Huerta et al., 2013).

En un estudio se evaluo el efecto del contenido total de clorofila sobre la eficiencia
del uso del agua en plantas de trigo (Triticum aestivum L.). Los resultados que
obtuvieron fueron que aquellos cultivares que tuvieron una eficiencia alta de
transpiracion también tuvieron un alto contenido de clorofila en condiciones de
estrés por sequia y bien regadas (Fotovat et al., 2007). Lo que indica que en
condiciones de sequia existe una relacién positiva entre los contenidos de clorofila
y transpiracion. En la figura 13 se muestran los resultados inducidos por las EA con
respecto al contenido de clorofila, donde el Unico tratamiento que demostro
diferencias estadisticamente significativas fue el Ruido blanco. No obstante, todos
los tratamientos indican mayores contenidos que el acumulado en las plantas

mantenidas con estrés hidrico.

Figura 13. Efecto de EA sobre el contenido de clorofila en diferentes estados

fenologicos de C. annuum L.
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Los valores de SPAD de contenido de clorofila (umol - m-2) se recalcularon de acuerdo con el
método utilizado por Richardson (Richardson et al., 2002). Todos los resultados se calcularon usando
la férmula: (valor SPAD ~ 0,264). Los datos se expresan con unidades (umol - m-2). Se consideraron
andlisis de varianza. Los resultados representan la media de tres réplicas + DE *asteriscos expresan
diferencias significativas respecto al control negativo por la prueba de Dunnet (p < 0.05).



La respuesta transcripcional se muestra en la figura 14. Los resultados mostraron
gue la expresion de CaPIP-1 fue variable entre tratamientos y particularmente, en
el control positivo de estrés hidrico entre etapas fenoldgicas. Cabe resaltar que la
expresion relativa de estas proteinas depende del nivel de estrés, tejido, especie y

por supuesto de la isoforma de las acuaporinas.

En este trabajo se consider6 el papel que juegan las acuaporinas en una posible
respuesta de tolerancia a sequia. La expresion relativa del gen caPIP-1 en las hojas
fue de 0.36 para el control negativo de Silencio, 0.49 para el control positivo de
estrés hidrico, 1.37 para el tratamiento MHS y 0.11 para HHS.

Figura 14. Efecto de EA sobre la expresion de acuaporinas CaPIP-1 en
diferentes estados fenolégicos de C. annuum L.
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Se consideraron andlisis de varianza. Los resultados representan la media de tres réplicas + DE
*asteriscos expresan diferencias significativas respecto al control negativo por la prueba de Dunnet
(p <0.05).

Se ha reportado que una disminucién en la regulacion de las acuaporinas en la

familia PIP reduce la pérdida de agua y previene el descenso del agua al suelo. No



obstante, se ha encontrado una importante participacion por parte de las
acuaporinas no solo en el transporte del agua, sino que también en el transporte del
CO2 por medio de la formacion de hetero tetrameros (proteinas formadas por cuatro
subunidades diferentes) entre las mismas familias de acuaporinas mejorando asi su
conductancia estomatica, fotosintética y ademas el crecimiento de la planta en
general (Afzal et al., 2016).

Por ejemplo, en plantas de maiz transgénico se encontré una relacion entre el cierre
estomatico y la actividad de las acuaporinas para mantener un estatus hidrico en

las plantas en condiciones de sequia (Chavez Suérez et al., 2014).

No obstante, se han encontrado varias discrepancias entre la expresion del ARNm
de las acuaporinas con respecto a las proteinas sintetizadas por la planta en
respuesta a los estreses abioticos a los que ha sido expuesta, lo que indica que las
acuaporinas tienen participacion en las vias de las hormonas que son inducidas por
el estrés (Afzal et al., 2016; Yepes-Molina et al., 2020). Lo que podria deberse a que
la modificacion en la expresion de genes y la acumulacién de ciertas proteinas en
respuesta a estrés hidrico. Esto no siempre esta armonizado con cambios en la
expresion de genes, ya que es una respuesta que tiene la planta en poco tiempo.
Por el contrario, la participacion de las proteinas se presenta en un periodo de estrés
largo (Yepes-Molina et al., 2020). Sin embargo, en estos resultados mostraron una
correlacion positiva con la acuaporina caPIP-1 y el amino&cido prolina quien forma

parte de las proteinas.

Por ejemplo, en figura 15 se muestra el contenido de prolinas en hojas y raices en
ambas etapas fenolégicas. Ambos resultados se consideraron debido a su
relevancia en el transporte de agua y osmorregulacion, acuaporinas y prolina,

respectivamente.

La aclimatacion que llevan a cabo las plantas cuando se encuentran bajo
condiciones de sequia, consiste en un ajuste osmoético que es una reduccion en la
diferencia de potencial de agua entre las células de la planta y el suelo, fenomeno
conocido como evapotranspiracion. Este ajuste esta relacionado con la acumulacion
de metabolitos solubles de bajo peso molecular tambien denominados osmolitos
como: glucosa, sacarosa, manitol, sorbitos, poliaminas, espermina, putrescina y
prolina desarrollados como mecanismos de proteccion incluyendo tambien cambios
en las actividades enzimaticas y en la expresion génica. Habiendo preferencia por
la sintesis de aminoacidos como la prolina y proteinas como las llamadas

acuaporinas (Flores Marin, 2013).

Aunque las proteinas son importantes en las vias de transduccion de sefales,

existen otros tipos de moléculas que también pueden participar. Varios segundos



mensajeros como el calcio, los nucledtidos ciclicos, los fosfolipidos, etcétera, son

utilizados por las plantas para codificar informacion y llevarla a la parte mas baja de

la cadena de sefalizacion a las proteinas que decodifican/interpretan sefales e

inician respuestas celulares (cambios en la actividad enzimética, expresion génica,

citoesqueleto reorganizacion, etc.). Evidencia creciente indica que cambios

espaciales y temporales en los niveles de estos segundos mensajeros se utilizan

para codificar informacién celular sobre respuestas necesarias para un estimulo

proveniente de una condicion ambiental, tal como lo es el estrés hidrico (Song et

al., 2008).

Figura 15. Efecto de EA sobre la acumulacién de prolina en hojas y raices bajo

diferentes estados fenolégicos de C. annuum L.
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Por otro lado, los indicadores del metabolismo secundario se evaluaron después de

las aplicaciones consecutivas solo en la etapa de fructificacion.

VII1.9 Diferencias entre la respuesta del metabolismo primario y secundario
a la tolerancia a la sequia después de los EA.

El control positivo mostré una acumulacion sustancial de flavonoides libres totales,
seguido de tratamientos con MHS. De manera similar, los compuestos fendlicos
libres tuvieron la acumulacién mas solida en C+ seguido de MHS (ver cuadro 10) y

el contenido de capsaicinoides totales (figura 15).

Cuadro 9. Efecto de la aplicacion consecutiva de EA en contenido total de

fenoles, flavonoides libres totales y capacidad antioxidante de C. annuum L.

_ Acidos _
Flavonoides o Capacidad
EA fendlicos o
totales _ antioxidante DPPH
totales libres
C+ 398,39 68,57* 91,78
C- 200,40- 61,71 101,33*
MHS 294,95* 63,33* 90,47
HHS 265,01* 52,57 96,64*
Ruido blanco 252,98 53,76 93,91

*Todos los valores se calcularon sobre la base seca de *hojas. Flavonoides totales, 4cidos fendlicos
se calculan en base a g de estandares comerciales puros comerciales Sigma Aldrich (98%) segun
su curva de calibracién previamente calculada (R= 99%). Los flavonoides se expresan como
equivalente de rutina (404 nm), los acidos fendlicos libres totales como equivalente de acido galico
(760 nm) y Trolox (520 nm).

Figura 16. Efecto de las EA en la acumulacion de capsaicinoides totales en C.

annuum.
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CAPs: capsaicinoides totales equivalentes a vainillylamida y fenoles como equivalentes de acido
galico estimados en frutos tratados con EA en dos etapas fenoldgicas consecutivas. Los resultados
representan la media de tres réplicas + DE *asteriscos expresan diferencias significativas respecto
al control negativo por la prueba de Dunnet (p < 0.05).



Los resultados sugieren que el tratamiento MHS tiene potencial para inducir la
capacidad antioxidante en hojas, seguido del HHS. Por otro lado, aunque MHS y
HHS no presentan diferencias estadisticamente significativas con respecto a los
controles, se observa un incremento con respecto a las plantas sin EA. De manera
diferente, el tratamiento con ruido blanco demostré un incremento significativo con
los demas tratamientos de EA. Los resultados muestran esquemas contrastantes
que sugieren la respuesta combinada que activan las plantas luego de los
tratamientos con EA.

En cuanto al efecto sobre las propiedades nutracéuticas, como el aumento de
compuestos de interés como los acidos fendlicos y los capsaicinoides, las técnicas
analiticas mostraron que las cantidades totales en frutos aumentaron
significativamente después de los tratamientos con EA. Todos los EA estimularon

los CAPs totales en una tendencia diferente a la etapa 2 de la investigacion.

En la respuesta espectral a través de imagenes NDVI, solo los pixeles promedio de
NDVI evidenciaron diferencias significativas entre tratamientos, mientras que el
indice de energia, el cual se obtiene con la matriz de coocurrencia de la imagen de
la cual se obtiene el indice NDVI, no mostré resultados comparables. Sin embargo,
los pixeles revelaron diferencias significativas f MHS+I, MHS-I y Ruido blanco en
comparacion con el grupo de control de silencio. A partir del estudio, el resultado
sugiere que evitar la sequia con los tratamientos EA incluye no solo adaptaciones
fisiologicas sino también variaciones morfolégicas y multiespectrales, segun las
correlaciones realizadas entre los resultados de imagenes bioquimicas,

morfologicas y NDVI (ver figura 17).

Figura 17. Efecto de la aplicacion consecutiva de tratamientos EA en la

variacion de imagenes NDVI en C. annuum L.
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Cuadrante A indica el célculo representativo de pixeles y el cuadrante B, el equivalente a
nivel de energia estimado a partir de las imagenes NDVI.



De manera similar, en plantas de Arabidopsis thaliana tratadas con salinidad mostro
a través del analisis NDVI un indice mas alto de las imagenes antes del estrés
visible. Finalmente, se observd estrés antes de la deteccion visual durante el
tratamiento con nitrato de amonio de las plantas de Eruca sativa. Por lo tanto, es
posible la deteccién temprana del estrés de las plantas utilizando imagenes NDVI,
siendo mas rentable que las imagenes hiperespectrales o NDVI tradicionales de
imagen dual (Beisel et al.,, 2018). La productividad del cultivo se consideré de
acuerdo con el indice de sanidad del rendimiento del fruto. Al mismo tiempo, los

pixeles y la energia del NDVI son sefales de aptitud fisica indirectas.
VIII.10 Efecto multivariante de los tratamientos con EA en la respuesta del

metabolismo primario y secundario de las plantas de C. annuum L.

Para realizar una interpretacion integral, se analizé el efecto multivariante de los

resultados como se muestra en la figura 19.

Figura 18. Analisis de componentes principales en plantas de C. annuum

después de 14 dias de tratamiento sonoro con EAs.
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Los cuadrantes A) y B) representan la distribucidn grafica PCA de diferentes respuestas variables;
C) muestra una contribucion parcial de las diferentes respuestas variables a los tres primeros
componentes principales que explican las respuestas de los EA. El cuadrante D) muestra un mapa
de colores elaborado con la correlacion de Spearman significativa entre las variables evaluadas. Los
colores indican los niveles de correlacion, los esquemas de colores personalizados son los
siguientes: correlacién negativa = -1 (rojo) y correlacién positiva = 1 (azul). Las correlaciones
significativas son P<0,001*



La correlacién positiva entre la transpiracion y los flavonoides y el contenido de
prolina y capsaicinoides confirma que los EA pueden afectar simultaneamente el
metabolismo primario y secundario. Por lo tanto, en una etapa de desarrollo se
induce una respuesta de estrés particular bajo dos semanas de exposicion al sonido
de las plantas. Tal estrés puede alterar la acumulacién de prolina foliar y el
contenido de capsaicinoides, por lo que podrian ser deseables tiempos cortos de
exposicion al sonido. De lo contrario, se podria ocasionar un detrimento en el

rendimiento de frutos en etapas de desarrollo.

Estos hallazgos en comparaciéon con las demas etapas de la investigacion coinciden
con resultados reportados en la literatura. Por ejemplo, con el contenido total de
flavonoides encontrado después tratar con diversas frecuencias distintos tipos de
vegetales, que demostraron una regulacion positiva de los genes CHS, CHI, F3H,
F3'Hy DFR (Jeong et al., 2020).

Con respecto a las correlaciones entre estomas, fotosintesis, abundancia de
osmoprotectores, potencial hidrico de los tejidos e integridad de la membrana
celular (Laxa et al., 2019). Con respecto a los pixeles de NDVI y la prolina de las
hojas (-0.50), las plantas estresadas acumulan la prolina de osmolito porque es una
respuesta critica a una amplia gama de estreses bibticos y abibticos. También
interviene en el ajuste osmdético, estabiliza las estructuras subcelulares y elimina los
radicales libres. Por lo tanto, su correlacion negativa con los pixeles NDVI sugiere
gue las imagenes pueden aproximarse a ciertos niveles de estrés segun los rangos
de pixeles en las plantas. Es decir, entre mas sana la planta los niveles de NDVI

son mas altos y la prolina mas baja.

La exposicién consecutiva a tratamientos sonoros por 2 semanas (etapa 3) sugieren
que MHS y HHS exhiben potencial significativo para el aprovechamiento de
estimulos acusticos en la produccion agricola. Sin embargo, debe evitarse una
aplicacién cronica o consecutiva de EA debido a que puede generarse un impacto

negativo en el metabolismo primario y afectar el rendimiento en campo.

Se relaciona con la primera etapa del presente estudio cuando se reporté que la
transcripcion de genes antioxidantes en la exposicidbn corta demostré una
correlacion positiva con la activacion del metabolismo secundario por exposicion a
EA (Caicedo-lopez et al., 2021). Finalmente, es podria inferirse que la sensibilidad
o la capacidad de respuesta de un sistema biol6égico hacia un estimulo externo,
como las aplicaciones de EA tienen potencial para inducir el metabolismo
secundario y, en consecuencia, incremental el potencial nutracéutico de hojas y

frutos.



VIII.11 Aportes finales de la investigacion

a) La sensibilidad de las plantas a determinadas frecuencias podria ser
dependiente de la estructura fisica, geometria y densidad foliar del tejido
vegetal. Esto probablemente explica que cada especie tenga una
selectividad en la respuesta a determinadas frecuencias.

b) La edad fenologica y tiempo de exposicion al sonido influye en la respuesta
fisiologica y bioquimica de la planta. Para el chile jalapefio es preferible usar
frecuencias multitono (MHS y HHS) de baja intensidad por cortos periodos
(menores a 1 hora/semana). Si se usa Ruido blanco (Ruido blanco) pueden
ser aplicaciones mas prolongadas (2 semanas) y antes de la cosecha y debe
evitarse la aplicacion durante el desarrollo de la planta.

c) Los estimulos fisicos son una alternativa ecoldgica de elicitacion viable de
“eustress” para inducir mayor produccion de compuestos bioactivos y, por lo

tanto, confieren activacion de mecanismos protectores en la planta.

IX.  Conclusién
Los patrones de vibracion caracteristicos del estrés hidrico en plantas Capsicum
annuum L, tienen potencial para aplicarse como tratamientos biofisicos en forma de
emisiones acusticas (EA) para inducir tolerancia al estrés hidrico e incrementar la

sintesis de metabolitos secundarios asociados al estrés por sequia.

X. Perspectivas
El impacto de las ondas sonoras en las plantas es un campo de investigacién que
debe abordarse desde un enfoque integral. Principalmente en plantas de interés
agroalimentario como trigo, arroz, tomate, pepino y otras hortalizas de alto consumo
humano. Algunas de estas ya han sido estudiadas y han demostrado efectos en la
regulacion del crecimiento. No obstante, aunque el tratamiento sonoro ha ganado
una atencion significativa, la investigacion sobre el rendimiento de frutos en cultivo
e induccion de metabolitos especializados sigue siendo escasa. Por lo tanto,
estudios de transcriptomica, proteOmica y metabolémica seran Uutiles en el

aprovechamiento del sonido en la produccién de alimentos.
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