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RESUMEN

La alta salinidad afecta a todos los aspectos de la fisiologia y bioquimica de las plantas
debido al estrés osmotico e ionico, y es una de las limitaciones mas importantes para la
produccion de cultivos en todo el mundo. Se sabe que las modificaciones en las plantas
ocurren debido al efecto de la melatonina como antioxidante y su papel en la
estabilizacion de la membrana y la regulacién de la expresion génica. Las funciones
fisiolégicas de la melatonina incluyen en la estimulacion del crecimiento de raices y
tallos, retraso en la senescencia de las hojas, reduccion de la degradacion de la clorofila
y reduccidn de especies reactivas de oxigeno.

El principal objetivo del presente trabajo es evaluar el efecto de aplicacion de
melatonina sobre la germinacion y crecimiento inicial de plantas de pimiento cultivadas
en condiciones salinas. En concreto se trabajard con seis entradas de Capsicum spp.
procedentes del Banco de Germoplasma del Instituto Universitario de Conservacion y
Mejora de la Agrodiversidad Valenciana (COMAYV), sometidas a condiciones de
salinidad.

Los resultados obtenidos han permitido demostrar los efectos positivos de la melatonina
como un estimulante de efecto antioxidante en los mecanismos de defensa de la planta
en condiciones de estrés por sal. Mediante la evaluacion del porcentaje de germinacion,
crecimiento del tallo de las pléantulas, contenido total de clorofila, antocianos,
flavonoides, contenido relativo de agua (RWC), fuga relativa de electrolitos,
concentracion de antioxidantes (ATO) y el contenido mineral de hojas (H) y tallos con
raices (T-R).

La germinacién de semillas bajo estrés salino ha sido complicada. A diferencia de las
semillas en las que solo se aplic6 melatonina sin condiciones de estrés por sal, que
favorece los valores de la germinacion con tratamientos de 10 y 50 pmol L-1 de
melatonina. La reduccion del efecto por estrés salino en las plantas de Capsicum se
mejora con dosis de 50 uml L de melatonina, existiendo un aumento de la actividad
antioxidante, clorofila y contenido relativo de agua a diferencia de las plantas que no
fueron tratadas con melatonina. Las entradas Piquillo, Pasilla y Numex Conquistador
mostraron la mejor respuesta bioquimica al ser expuestas a condiciones de estrés por
sal. Los resultados sugieren que la melatonina puede aliviar el efecto del estrés salino
durante las primeras etapas de desarrollo de las plantas de Capsicum spp. La
acumulacién de la prolina se ha evidenciado ante el estrés causado por la concentracion
salina, por lo que se sugiere que esta acumulacion se podria emplear como criterio en la
seleccion de cultivares de Capsicum resistentes al estrés salino.
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ABSTRACT

High salinity affects all aspects of plant physiology and biochemistry due to osmotic
and ionic stress, and is one of the most important constraints for crop production
worldwide. Modifications in plants are known to occur due to the effect of melatonin as
an antioxidant and its role in membrane stabilization and regulation of gene expression.
The physiological functions of melatonin include stimulating root and stem growth,
delaying leaf senescence, reducing chlorophyll degradation, and reducing reactive
oxygen species.

The main objective of this work is to evaluate the effect of melatonin application on the
germination and initial growth of pepper plants grown in saline conditions. Specifically,
it will work with six varieties of Capsicum spp. from Banco de Germoplasma del
Instituto Universitario de Conservacién y Mejora de la Agrodiversidad Valenciana
(COMAYV), subjected to salinity conditions.

The results obtained have made it possible to demonstrate the positive effects of
melatonin as a stimulant with an antioxidant effect on the defense mechanisms of the
plant under conditions of salt stress. By evaluating the germination percentage, seedling
stem growth, total chlorophyll content, anthocyanins, flavonoids, relative water content
(RWC), relative electrolyte leakage, antioxidant concentration (ATO) and the mineral
content of leaves (H) and stems with roots (TR).

Seed germination under saline stress has been difficult. Unlike seeds in which only
melatonin was applied without salt stress conditions, which favors germination values
with treatments of 10 and 50 pmol Lt of melatonin. The reduction of the effect by saline
stress in Capsicum plants is improved with doses of 50 pml L™ of melatonin, with an
increase in antioxidant activity, chlorophyll and relative water content, unlike plants that
were not treated with melatonin. The Piquillo, Pasillaand Numex Conquistador varieties
showed the best biochemical response when exposed to salt stress conditions. The
results suggest that melatonin can alleviate the effect of salt stress during the early stages
of development of Capsicum spp. plants. The accumulation of proline has been
evidenced by the stress caused by the saline concentration, which is why it is suggested
that this accumulation could be used as a criterion in the selection of cultivars of
Capsicum resistant to saline stress.
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RESUM

L'alta salinitat afecta tots els aspectes de la fisiologia i bioquimica de les plantes a causa
de I'estrés osmaotic i ionic, i és una de les limitacions més importants per a la produccio
de cultius a tot el mon. Se sap que les modificacions en les plantes ocorren a causa de
I'efecte de la melatonina com a antioxidant i el seu paper en l'estabilitzacié de la
membrana i la regulacio de I'expressié genica. Les funcions fisiologiques de la
melatonina inclouen en l'estimulacié de I'creixement d'arrels i tiges, retard en la
senescencia de les fulles, reduccio de la degradacié de la clorofil-la i reduccid d'espécies
reactives d'oxigen.

El principal objectiu d'aquest treball és avaluar I'efecte d'aplicacié de melatonina sobre
la germinacid i creixement inicial de plantes de pebrot cultivades en condicions salines.
En concret es treballara amb sis entrades de Capsicum spp. procedents del Banc de
Germoplasma de I'Institut Universitari de Conservacio i Millora de I'Agrodiversitat
Valenciana (COMAYV), sotmeses a condicions de salinitat.

Els resultats obtinguts han permes demostrar els efectes positius de la melatonina com
un estimulant d'efecte antioxidant en els mecanismes de defensa de la planta en
condicions d'estrés per sal. Mitjancant l'avaluacié de I'percentatge de germinacio,
creixement de la tija de les plantules, contingut total de clorofil-la, antocians,
flavonoides, contingut relatiu d'aigua (RWC), fugida relativa d'electrolits, concentracid
d'antioxidants (ATO) i el contingut mineral de fulles ( H) i tiges amb arrels (TR).

La germinacié de llavors sota estres sali ha estat complicada. A diferéncia de les llavors
en qué nomeés es va aplicar melatonina sense condicions d'estrés per sal, que afavoreix
els valors de la germinaci6 amb tractaments de 10 i 50 mmol L de melatonina. La
reduccid de I'efecte per estres sali en les plantes de Capsicum es millora amb dosis de
50 uml L de melatonina, existint un augment de l'activitat antioxidant, clorofil-la i
contingut relatiu d'aigua a diferencia de les plantes que no van ser tractades amb
melatonina . Les entrades Piquillo, Pasilla i Numex Conquistador van mostrar la millor
resposta bioguimica a I'ésser exposades a condicions d'estres per sal. Els resultats
suggereixen que la melatonina pot alleujar I'efecte de I'estrés sali durant les primeres
etapes de desenvolupament de les plantes de Capsicum spp. L'acumulacio de la prolina
s'ha evidenciat davant l'estrés causat per la concentracié salina, per la qual cosa
suggereix que aquesta acumulacio es podria emprar com a criteri en la seleccié de
conreessis de Capsicum resistents a I'estres sali.
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Efecto de la melatonina exdgena sobre la germinacion y crecimiento en plantulas de
pimiento (Capsicum annuum) bajo estrés salino

l. INTRODUCCION
1.1. CULTIVO DEL PIMIENTO: ORIGEN, DOMESTICACION Y DIFUSION

El pimiento, chile o aji es uno de los cultivos més difundidos por todo el mundo y esta
presente en las elaboraciones de practicamente todas las cocinas, siendo especialmente
importante en la gastronomia latinoamericana y asiatica. El origen del pimiento data de
7000 a 9000 afios aproximadamente. Su centro de origen es Mesoamérica (Centro y Sur
de América), donde se han encontrado restos prehistéricos en Perl y México.
Perteneciente al género Capsicum de la familia de las Solanéceas, se han podido
identificar 31 especies de las cuales cinco son las cultivadas en el mundo.

Los procesos de domesticacion parecen que ocurrieron en diferentes especies
silvestres, como Capsicum pubescens y C. Capsicum baccatum que fueron domesticadas
en Bolivia y Capsicum annuum en México y en la Amazonia. A partir de variedades
primitivas de C. annuum evolucionaron C. chinense, en la Amazonia y C. frutescens en

México.

En un estudio realizado por Kraig H. Kraft (2014), sobre el origen del Capsicum
annuum, basado en datos arqueoldgicos, paleo-climaticos, linglisticos y genéticos en
varias lineas silvestres y domésticas en México, se indica que el origen pudo haber
ocurrido en dos areas de México, por un lado, en el noroeste de México y por otro en el
centro-este de México (Kraft et al.,-2014). Comparando diferentes cariotipos del chile
silvestre y las evidencias arqueoldgicas, el centro de origen se localiza en la zona de
Tehuacan y Ocampo que representa en la actualidad la evidencia macrobotanica mas
antigua del aji preceramico en el Nuevo Mundo, evidenciando con esto que el antepasado
de C. annuum domesticada es el chile silvestre (C. annuum var. Glabriusculum), que es
un arbusto perenne que produce un elevado nimero de frutos erectos, globulares, de
aproximadamente un cm de diametro. Generalmente se encuentran ubicados en el norte
de México, pero a medida que se avanza hasta el sur, el aji silvestre se encuentra con
mayor frecuencia en campos cercanos a centros poblados, del lugar de origen
mencionado. La figura 1 muestra las posibles areas de domesticacion del Capsicum
annuum, basado en (A) datos arqueoldgicos, (B) paleo-climaticos, del Holoceno medio,
(C) linguisticos (Kraft et al., 2014).
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Figura 1. Modelos de consenso sobre la probabilidad el origen del chile.

La domesticacién es un proceso creciente dependiente mutuamente de los seres
humanos (plantas y animales), que han generado las variedades cultivadas o tradicionales
que se conocen en el momento actual. El chile de Mesoamérica, Capsicum annuum, es
uno de los cinco chiles domesticados en Ameérica. Entre los chiles, es el que mas varia en

tamanio, forma y color de sus frutos.

De las 30 especies reconocidas, las cinco mas importantes son; C. annuum, C.
frutescens L., C. baccatum L., C. pubescens Ruiz & Pav. y C. chinense Jacq. Se cree que
estas especies fueron domesticadas en forma independientes en cada area (Aguilar-
Meléndez et al., 2009).

Su diseminacion por Europa se produce tras los viajes de Coldn, éste al llegar a Haiti
encontrd una planta cultivada como especieria, que llamaban los nativos “Axi”, mucho
mejor que la pimienta que se traia de Guinea o Alejandria. Describiendo el “aji” como la
pimienta de los indios con granos o vainas tan grandes como un dedo. El pimiento llegd
a Espafia en 1493 y la posibilidad de sustituir a la carisima pimienta (Piper nigrum L.)
procedente de oriente, y la facilidad de adaptacién del cultivo a las nuevas condiciones,

fueron las causas de su rapida expansion en Espafia, a lo largo del siglo XVI.

1.2. DATOS DE PRODUCCION PARA EL CULTIVO DEL PIMIENTO

La superficie mundial dedicada al cultivo de chile, aji y pimientos (dulces, picantes,
maduros y verdes) en el afio 2019 se situo en torno a los 2 millones de hectareas segun
los datos publicados en 2020 por la FAO-FAOSTAT (Tabla 1).
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Tabla 1. Produccion (t), superficie (ha) y rendimiento (kg/ha) del cultivo del chile, a
nivel mundial, desde el afio 2015 al 2019 (FAOSTAT, 2020).

Afo Produccion (t) Superficie (ha) Rendimiento (kg/ha)
2015 33379014 1889649 17664.1
2016 34831440 1946257 17896.6
2017 36505915 1991064 18334.9
2018 37341843 1991850 18747.3
2019 38027164 1990926 19100.2

En los datos oficiales de los ultimos cinco afios de cultivo de pimiento se observa que
la superficie cultivada se mantiene ligeramente estable, pero con un aumento de la
produccién mundial, lo que origina un incremento del rendimiento del cultivo, lo que
hace pensar que el cultivo de esta horticola es de gran importancia comercial a nivel
mundial. Ademas, se han podido lograr un sinnimero de estratégicas en la mejora vegetal
y a la tecnificacion de los cultivos, que han permitido lograr un incremento importante
del rendimiento. Asi, en la campafia del 2019, a pesar de haber disminuido la superficie
cultivada, el rendimiento (kg/ha) ha crecido, siendo este cultivo mas eficiente por unidad
de superficie cultivada.

Analizando los datos por paises (Tabla 2) publicados por FAOSTAT (2020) se observa
que China ocupa la primera posicion con producciones aproximadas a los 19 millones de
toneladas y superficies de cultivo proximas a las 800 mil hectareas. Muy a distancia de
estas cifras se sitian México, Turquia, Indonesia y Espafia, que estaria entre los cinco
paises con mayor produccion mundial de esta hortaliza, en relacion a la superficie
cultivada. Cabe destacar el comentario sobre la importancia de la tecnificacion del
cultivo, asi Espafia y Argelia, a pesar de presentar casi la misma superficie cultivada,
Espafia posee mayores valores de produccién, posiblemente debido a ese mayor nivel
tecnoldgico que Espafia involucra en el cultivo del pimiento, asi como la transferencia de
la investigacion agraria desarrollada en los Ultimos afios, en este cultivo. Destaca la baja
superficie de cultivo de pimiento en Paises Bajos, aunque este dato se compensa con los
altos valores en produccién (375 mil t), este dato contrasta con respecto a los que
muestran paises con mayor superficie de cultivo en pimiento, como Italia, Marruecos o

Israel.



Efecto de la melatonina exdgena sobre la germinacion y crecimiento en plantulas de
pimiento (Capsicum annuum) bajo estrés salino

Tabla 2. Produccion (t) y superficie del cultivo (ha) de los 19 paises con mayores
producciones (FAOSTAT, 2020).

Posicion Pais Produccion (t) Superficie cultivada (ha)
1 China 19007248 798877
2 México 3238245 149577
3 Turquia 2625669 92089
4 Indonesia 2588633 300377
5 Espafia 1402380 21430
6 Egipto 764292 40422
7 Nigeria 753116 99715
8 Argelia 675168 21767
9 USA 624982 19627

10 Tlnez 443632 20103
11 Paises Bajos 375000 1500
12 Republica de Corea 271839 33338
13 Niger 260915 13106
14 Italia 249640 10280
15 Marruecos 247609 5084
16 Kazajstan 213910 9595
17 Macedonia del Norte 185452 9390
18 Ucrania 172830 15400
19 Israel 171340 2634

A nivel de la Unién Europea, el pimiento es también una de las hortalizas mas
cultivadas, y al igual que su consumo, la produccion ha ido creciendo en los Gltimos afios.
En Europa, paises como Bélgica y Paises Bajos destacan por poseer altos rendimientos
en la produccién de pimiento (de 266 a 250 t/ha, respectivamente), a pesar de tratarse de
paises con una baja superficie de cultivo, respecto a otros paises del entorno europeo
como, Turquia o Espafia. La tabla 3 muestra los rendimientos (t/ha) en paises del entorno
de la Unidn Europea junto a Reino Unido, clasificados en orden descendente, segun valor
del rendimiento del cultivo (FAOSTAT, 2020).

En Espafia, la produccion aproximada de pimiento, segun los datos publicados en el
afio 2020, fue casi de 1.5 millones de toneladas, ocupando la quinta posicién como
productor mundial de esta horticola. La superficie cultivada del pimiento en Espafa
predomina bajo condiciones de regadio, aunque también existen cultivos de secano y

coexisten cultivos al aire libre y cultivos protegidos en ambiente de invernadero.
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Tabla 3. Rendimiento (t/ha) del cultivo de chiles en paises de la Union Europea en

2019.

Posicion Pais Rendimiento (t/ha)
1 Bélgica 266
2 Paises Bajos 250
3 Reino Unido 234.3
4 Alemania 126.9
5 Finlandia 102
6 Austria 93.6
7 Espaiia 65.4
8 Grecia 45.7
9 Hungria 45.6
10 Polonia 445
11 Republica Checa 42
12 Portugal 41
13 Francia 33.8
14 Chipre 31.3
15 Italia 24.3
16 Eslovenia 22.5
17 Eslovaquia 21.5
18 Bulgaria 19.9
19 Croacia 16
20 Rumania 12.6

Por zonas geograficas, la concentracion de la produccién de este cultivo (Tabla 4) se
sitla en Andalucia, Region de Murcia y Castilla La Mancha, que abarcan mas del 78%
de superficie cultivada (ha). Siendo Andalucia la comunidad auténoma con mayor
superficie de cultivo (14470 ha), lo que significa el 67% de la superficie total cultivada
de pimiento en Espafia (MAPAMA, 2020), destacando como la regiéon con mayor
produccién de pimiento, tanto bajo condiciones protegidas en invernadero, como en
produccién al aire libre. A pesar de la gran extensidon de pimiento que se produce en la
zona de Andalucia, el rendimiento de este cultivo en esta zona se considera de valor medio
con 78 t/ha en condiciones de regadio, situandose este rendimiento por debajo de los

alcanzados en la Comunidad Valenciana, Murcia, Extremadura y Canarias.

La regién méas importante por su rendimiento (kg/ha) en condiciones de cultivo
protegido y regadio, con mas de 187 t/ha, es Extremadura, debido principalmente a las
producciones de la provincia de Badajoz, a pesar de tener una superficie de 608 ha, es la

Comunidad Auténoma mas eficiente por unidad de superficie producida.
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Tabla 4. Superficie (ha) y rendimiento (kg/ha) del cultivo de pimiento en Espafia, por

comunidad auténoma y condiciones de cultivo (MAPAMA, 2020).

Superficie (ha)

Rendimiento (kg/ha)

C. Auténomas Regadio Regadio e
Secano ——— —— Total | Secano ——— _ ()
Aire libre ‘ Protegido Aire libre ‘Protegldo
Galicia - 485 589 1074 - 47262 56331 56101
Asturias 42 17 - 59 8000 15000 - 591
Cantabria 1 5 1 7 12000 14000 50000 132
Pais Vasco 68 106 38 212 7281 13104 28237 2957
Navarra - 805 18 823 - 25458 34200 21109
La Rioja - 236 3 239 - 26000 40000 6256
Aragén - 92 95 - 16054 47000 1618
Catalufia - 155 28 183 - 21162 44151 4517
Baleares - 69 20 89 - 16000 27400 1652
Castilla-Lebn - 67 24 91 - 17363 35331 2012
Madrid 24 - 5 29 - 26200 51600 887
Cﬁ;'r:'(:ah';a 4 1005 - 1009 5525 40737 - 40962
C. Valenciana - 444 395 839 - 50418 120058 69808
Murcia - 304 1189 1493 - 79490 118500 165061
Extremadura - 591 17 608 - 45246 187953 29936
Andalucia 1726 12743 14470 35000 29951 78175 1047920
Canarias 55 209 267 10000 33553 79347 18450
Espafia 143 6162 15282 21587 6505 36686 81295 1469969

Segun los datos publicados por la plataforma Satista de los paises de la Unién Eruopea

(2020), el principal mercado para el pimiento producido en Espafia es la Union Europea,

y Reino Unido, siendo los principales paises importadores, por orden de volumen (t),
Alemania (274 mil t), Francia (118 mil t), Reino Unido (103 t), Italia (63 mil t) y Polonia

(45 mil t) (Orus, 2021).

1.3. TAXONOMIA Y BOTANICA

1.3.1. Clasificacién taxondmica

El Capsicum annuum fue descrita por Carlos Linneo y publicado en Species

Plantarum, vol. 1, p. 188-189 en 1753. Su amplia diversidad genética y por su etiologia

Capsicum deriva del vocablo latino capsiila, ae, ‘caja’, ‘capsula’, ‘arconcito’, diminutivo

de capsa, -ae, en ilusion al fruto, que es un envoltorio casi vacio y annuum que deriva del

epiteto latino que significa “anual”. Su descripcion taxondémica se detalla en la tabla 5.
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Tabla 5. Taxonomia de Capsicum annuum L.

Taxonomia

Reino: Plantae
Division:  Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase:  Asteridae
Orden: Solanales
Familia: Solanaceae
Subfamilia: Solanoideae
Tribu: Capsiceae
Género: Capsicum

Especie: Capsicum annuum L.

1.3.2. Etapas fenologicas

Germinacion: El crecimiento de los cotiledones comienza previa desactivacion de la
latencia. Las semillas de pimiento tardan unos ocho dias en germinar, lo que lo convierte
en uno de los vegetales méas lentos en la germinacion, siendo la temperatura ideal para

este proceso entre los 24 y 26 °C.

Desarrollo de brote principal: Comienza a partir del crecimiento del epicotilo,
seguida por una fase monopodial del crecimiento del brote principal, es decir, el brote

principal continla teniendo brotes apicales mas débiles.

Formacién de brotes laterales: Comienza a partir del primer brote lateral apical
visible hasta el 9° brote. Esta etapa es una de las etapas mas criticas del estado de la
plantula, en la que es susceptible a los estreses abidticos (altas y bajas temperaturas, estrés

salino y estrés hidrico).

Desarrollo foliar: Las hojas se desarrollan con peciolos cortos y limbo indiviso de
yemas terminales. Esta fase comprende hasta completar una media cuantitativa de 90
hojas, en promedio por plantula. Aunque algunas especies podrian llegar a alcanzar hasta
120 y 190 hojas en este estadio. En este sentido, Feldmann y Rutikanga (2021) indican
que Capsicum chinense y Capsicum baccatum presentaron una mejor adaptacion después

del transplante al campo o al invernadero.
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Emergencia y floracion de la inflorescencia: Después del desarrollo de los brotes
laterales, tiene lugar la produccion de flores. La emergencia de la inflorescencia se
describe en la etapa de crecimiento principal. Dependiendo de la variedad, se desarrollan

una o mas flores en la axila de la hoja.

Desarrollo y maduracion de frutos: El desarrollo del fruto después de la fecundacion
de la flor va seguido del aumento gradual del tamafio, hasta alcanzar su estadio
fisiologico. La madurez de frutos se acompafia del cambio del color y las etapas
intermedias que permiten la identificacion de los frutos maduros en la planta. Cada uno

de estos estadios varian en cada genotipo (Figura 2).

Figura 2. Morfologia botanica del Capsicum spp.

Descripcion botanica: Se trata de una especie herbacea perenne, aunque suele
cultivarse como anual y en algunos casos puede transformase en bianual. El ciclo del chile
estd comprendido de cuatro fases principales: fase de plantula, fase vegetativa, fase

floracién y la fase de fructificacion.

Sistema radicular: La raiz del pimiento es voluminosa y profunda. Formada por una
raiz principal pivotante y dispone de numerosas raices adventicias que llegan a alcanzar

0.5 mincluso 1 m de longitud.

El tallo: Es erecto de hasta 2 m o mas de altura. Es anguloso y provisto de

ramificaciones dicotémicas.

Las hojas: Son alternas, brillantes con laminas ovalada o eliptica. Con abundantes
estomas, llegando a alcanzar hasta 30000/cm? en el envés.
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Las flores: Son hermafroditas - autdgamas en la mayoria de las especies. La antesis
floral dura 2-3 dias en cada flor, pero en toda la planta es escalonada, varian dependiendo
del tiempo de floracion.

Los frutos: Son bayas carnosas que pueden tener una infinidad de formas. Estructura
hueca con 2-4 tabiques incompletos donde se alojan, muy comprimidas las semillas de
color amarillento y forma discoidal (3-5 mm) (SNAVM, 2012).

1.4.  VARIEDADES DE CAPSICUM

Existe dos grandes categorias varietales de Capsicum spp., su difusion depende del

lugar de consumo. Dividiéndose en:

Variedades dulces: Son las cultivadas para el consumo en fresco y para la produccion
de pimentdn. Cultivadas tanto al aire libre como en invernaderos. En esta categoria se

pueden subdividir tres subcategorias, segun la seccién longitudinal de los frutos.
a) Frutos cuadrangulares, con largo y anchos similares.
b) Seccidn longitudinal rectangular, con largo similar al ancho.
c) Seccidn longitudinal.

Variedades picantes: Generalmente destinadas para la industria. Los frutos son largos
y delgados. Dentro de esta categoria se ubica Capsicum frutescens de frutos pequefios y

muy picantes conocidos como “chili” o guindillas.

La diversidad morfoldgica de los frutos de Capsicum spp. Se puede agrupar en nueve
grupos: Grupo | (A - California Wonder (MC-33) y B - Morron de cuatro cascos (MC-
2)), Grupo Il (C - Valenciano (MV- 6)), Grupo Il (D - Morrén de Conserva (MB-4)),
Grupo IV (E - Najerano (IV-7) y F - Pimiento de asar mucha carne (I1V-5)), Grupo V (G-
Piquillo de Lodosa (V-3)), Grupo VI (H - Guindilla de Ibarra (VI-2), | - Chile de arbol
(VI-4) y J - Pasilla bajio (VI-5)), Grupo VII (K - Pimiento de Padrén (V11-3), L - Gernika
(VII-5) y M - Kapiya UV (VII-6)), Grupo VIII (N - Jalapefio M (VIII-4) y O - Chile
Serrano (VI1I- 1)), y Grupo IX (P - Habanero (CON-3) (Pereira-Dias et al., 2020).
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1.5. ESTRESBIOTICOS Y ABIOTICOS

El Capsicum spp. presenta algunos desafios para la mejora del cultivo, que estan
vinculados al desarrollo sostenible de la agricultura, la seguridad alimentaria y la

creciente demanda de alimentos saludables por parte de los consumidores.

Para hacer frente a estos desafios en mejora genética vegetal se necesita, de la
existencia de variabilidad genética. EI conocimiento del sistema genético que lo controla
y su interaccion con el ambiente, es por ello que la variabilidad es conveniente como
material de partida en un plan de mejora genética. El aislamiento y estudio de los genes
en andlisis cualitativos y cuantitativos, disefios experimentales y la seleccion clésica,
permitirdn al mundo de la investigacion, proporcionar nuevos materiales bibliogréaficos,
Utiles para contrarrestar los cambios poblacionales, econdmicos, ecoldgicos vy

ambientales que impulsan la seguridad alimentaria.

1.5.1. Estrés bidtico

En la segunda década del siglo XXI, la mayoria de los programas de mejora van
dirigidos al desarrollo de cultivares o hibridos contra una amplia gama de patégenos y
plagas. A pesar de los esfuerzos realizados, la explotacion del germoplasma de Capsicum
(materiales de pre-mejoramiento, variedades locales, parientes silvestres, especies
relacionadas) y su programa de mejora para la resistencia de estrés biéticos aun representa

tareas desafiantes (Parisi et al., 2020).

Las fuentes de resistencia, se han logrado conseguir a partir de accesiones
recuperadas, de variedades tradicionales y silvestres, dentro del grupo de las solanéaceas.
En la actualidad existe muchos genes de resistencia y tolerancia a enfermedades fungicas

y bacterianas de Capsicumm spp.
Algunas de las enfermedades fungicas mas importantes en el pimiento son:

e Moho polvoriento: El mildiu polvoriento del pimiento es severo en climas
calidos, secos o humedos. Causa graves pérdidas de rendimiento. La enfermedad causada
por Oidiopsis taurica, presenta sintomas que son machas blancas grisaceas en el envés de
la hoja y lesiones de color amarillo verdoso claro en la superficie de la hoja (Parisi et al.,
2020). En la actualidad se han encontrado algunas entradas de Capsicum, con alta y baja

resistencia al hongo.
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e Pudricion de la raiz por Phytophthoray tizén foliar: Causado por Phytophthora
capsici, uno de los patdgenos mas destructivos del pimiento, particularmente donde el
suelo estd humedo y las temperaturas permanecen bajas (15-23 °C). EI modo de accién
que ataca a la planta es cuando el oomiceto penetra a la pared celular de la planta,

causando una pudricion del tallo, marchitamiento y retraso del crecimiento.

Se han identificado méas de 45 razas fisiologicas dentro de la pudricién de la raiz y
tizon foliar por Phytophthora, en las que se han conseguido genes de resistencia cruzando
con acciones resistentes de Capsicum, como la acciéon P1201234, en las que se identifico
genes CaPhyto dominantes y dos genes candidatos Capana05g000764 vy
Capana05g000769, que son la base de la resistencia a la raza 2, en los que se han

identificado otros genes de resistencia.

e Pudricion madura del pimiento: Producido por Antracnosis, que causa graves
pérdidas en la etapa de pre y postcosecha. La sintomatologia mas tipica es la aparicion de
manchas circulares empapadas de agua con anillos concéntricos de acérvalos negros que
se desarrollan debajo de la piel. Su agente causal es Colletotrichum, de las cuales las razas

mas comunes son: C. acutatum; C. truncatum y C. siamense.

En busca de genes de resistencia se han conseguido introgresar genes recesivos de col;
co2 y co3 de la entrada PBC93. Y recientemente se han identificado fuente de resistencia

en C. truncatum y C. siamense, tanto en condiciones de campo como in vitro.

e Rhizoctonia Solani: Es un patdgeno destructivo transmitido por el suelo que
causa varios sindromes como el marchitamiento de las plantulas, la pudricion de la raiz,
la pudricion del tallo o el chancro. Las fuentes de resistencia identificadas son de especies
como: C. annuum, C. baccatum, C. chinense y C. frutescens. Resistentes a Fusarium spp.,
P. capsici y R. solani, cuyas fuentes de resistencia se encontré en 26 accesiones

recuperadas en México.

Entre las enfermedades bacterianas destacan:

e Mancha bacteriana: Existe una alta presencia en regiones tropicales y
subtropicales, es causada por Xanthomonas. La principal sintomatologia es en hojas,
presentando manchas negras empapadas de agua y pueden fusionarse y formar grandes
areas amarillas. En frutos verdes se producen lesiones pequerias, circulares empapadas de
agua y ligeramente elevadas, por estas afectaciones el rendimiento del cultivo se ve

afectado ocasionando grandes pérdidas econdémicas.
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Se han logrado identificar genes de resistencia dominantes; Bsl, Bs2, Bs3, Bs4 y Bs7
y ademas dos genes recesivos (bs5 y bs6), que gobiernan una resistencia no hipersensible

y actlian aditivamente entre si.

e Marchitez bacteriana: EI marchitamiento bacteriano (Bacterial Wilt), es una de
las devastadoras afectaciones del cultivo de pimiento, que es transmitida por los climas
calidos. Las afectaciones aparecen inicialmente en plantas jévenes, en condiciones calidas
y hiimedos. Su agente causal es Ralstonia solanacearum, R. pseudosolanacearum y R.
syzyngii subsp., que son los que méas predominan en las variedades de Capsicum.

Las fuentes de resistencias identificas son los genes Bwl, identificados en el
cromosoma 1, y también se han conseguido buscar la resistencia seleccionando genes
relacionados con la defensa del agente causante (CaHIR1, CaACOl, CaPR1, CaPR4,
CaP0O2 y CaBPR1).

Dentro de las enfermedades viricas las que presentan méas frecuencia en el cultivo del

pimiento son:

e Virus transmitidos por afidos: EIl género Potyvirus es uno de los grupos mas
grandes de virus y causan enfermedades en una amplia gama de especies vegetales. Todos
son transmitidos por una 0 mas especies de afidos y pueden transmitirse mecanicamente
y por injerto. Los virus con mayor frecuencia son, el virus Y de la papa (PVY), el virus
del moteado de la pimienta (PepMoV), el virus del mosaico severo de la pimienta
(PepSMV), el virus del mosaico amarillo de la pimienta (PepYMV), el virus del mosaico
del tomate de Perl (PTV), y la especie tentativa, rocotovirus ecuatoriano (ECRV)
(Kenyon et al., 2014).

La principal afectacion de este grupo de virus es el retraso del crecimiento de la planta,
aclaramiento sistémico de las venas, mosaico 0 moteado de las hojas y vetas de color

verde oscuro.

e Virus transmitidos por mosca blanca: El virus de la clorosis del tomate (ToCV)
es un Crinivirus. Se transmite de manera semipersistente por tres especies de mosca

blanca (Aleyrodidae) (Bemisia tabaci, Trialeurodes vaporariorum y Trialeurodes

abutilonea), y se perfila como un problema a nivel mundial.

Fue identificado como causa del amarillamiento intervenal, leve rizado de las hojas
hacia arriba y retraso en el crecimiento de plantas de pimiento dulce en invernaderos de
Almeria, que estaban fuertemente infestadas con Bemisia tabaci (Lozano et al., 2007).
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e Virus transmitidos por trips: Se encuentran entre los virus de plantas mas
dafinos y economicamente importantes, y afectan a una amplia gama de cultivos
ornamentales y alimentarios de muchas regiones del mundo. Su transmisién en campo se

produce de planta a planta por especies de trips especificas (Thysanoptera).

El virus del marchitamiento manchado del tomate (TSWYV), pertenece al género
Tospovirus. Estos virus presentan sintomatologias en las plantas, como clorosis en hojas,
a menudo un amarillamiento y pardeamientos repentinos y anillos cloréticos en las hojas.

También pueden aparecer rayas necréticas en los tallos.

e Virus rayado del tabaco (TSV): Su transmision es por semillas y polen en ciertas
especies hospedantes. Se informé que el TSV caus6 la enfermedad de los pimientos en
Argentina en 1974. Y del mismo grupo se encuentra, el virus moteado del Parietaria
(PMoV), que registro su presencia en cultivos del suroeste de Espafia en el 2004 (Kenyon
etal., 2014).

1.5.2. Estrés abidtico

Los tipos de estrés abidticos mas comunes, como la salinidad, sequia o temperaturas
extremas, pueden reducir el rendimiento o hacer fracasar la produccion del cultivo. En las
regiones semidridas y aridas del mundo, principalmente, la salinidad del suelo, la sequia
y la escasez de agua de riego, 0 su baja calidad, determinan pérdidas econdémicas
importantes, como consecuencia de fallos en el desarrollo fisi6logo, disminucion de los

rendimientos o reduccién de la calidad del producto (Leidi y Pardo, 2008).

e Estrés hidrico: La sequia produce una serie de cambios morfol6gicos y
fisioldgicos en las plantas, como el cierre estomético, disminucion de la expansion foliar,

de la actividad fotosintética y en definitiva del crecimiento y la produccion del cultivo.

Considerando, que una menor disponibilidad de agua produce una reduccion de la
conductividad hidraulica en las raices. Los flujos hidricos son vitales en los procesos que
ocurren durante el ajuste osmotico celular, a consecuencia de la caida del potencial
hidrico en el medio. La pérdida de agua (salida), puede ocurrir slo en situaciones de
choque osmdtico, y no de ajuste paulatino, en situaciones de adaptacién a bajos
potenciales hidricos, se produce una consistente de la reduccion de los flujos hidricos,
con inhibicion de la conductividad hidraulica y menor actividad de los canales de agua.

No es de extrafar, por tanto, los resultados contradictorios, y que la sobreexpresion de
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canales de agua, si bien puede aumentar el vigor de las plantas en ausencia de estrés puede

tener efectos nocivos ante la falta de agua (Pardo, 2010).

Como estrategias para mitigar, los problemas crecientes de estrés hidricos
principalmente por la baja disponibilidad de agua en algunas zonas agricolas se han

realizados algunos estudios viables como:

* Injerto del pimiento: la posibilidad de utilizar plantas injertada de pimiento sobre
patrones robustos reduce la susceptibilidad a los estreses, disminuyendo la cantidad de
frutos afectados por fisiopatias, manteniendo la abscision de agua y contribuyendo a una

mejor nutricion.

Estudios realizados por Penella et al. (2016), concluyen en la seleccion de una accesién
silvestre (A25) de Capsicum spp. tolerante al estrés salino e hidrico. Esta accesion ha sido
injertada sobre variedades de pimiento tipo Lamuyo, Italiano y California, aumentando
los rendimientos como consecuencia de la reduccion de nimero de frutos (20%) por el

estrés.

Las plantas que sufrieron estrés salino e hidrico presentaron alta capacidad de
regulacién osmotica, incremento de la sintesis de prolina y &cido abscisico, una
regulaciéon dinamica de la fotosintesis y una estimulacion de la actividad antioxidante

respecto a la variedad sin injertar (LOpez-Serrano et al., 2020).

» Introgresion de Genes: diversos estudios han contribuido al conocimiento de
mecanismos Yy principales genes involucrados en la tolerancia del estrés hidrico. Se han
identificado genes modelos en Arabidopsis thaliana o en especies silvestres.
Recientemente se ha identificado el gen SISOS1 (102) que codifica la transformacion de

la membrana y el transporte de carbohidratos y nutrientes.

A su vez se han obtenido plantas transgénicas para incrementar la tolerancia al estrés
por sequia. En plantas de tomate se han identificado genes como BADH-1 (betaina
aldehido dehidrogenasa), TPS1 (trehalose-6-fosfato sintetasa) de S. cerevisiae, P5CS
(D1-pirrolina-5- carboxilato sintasa), 5PTse (inositol 5 polifosfatasa tipo 1) y mtlD
(manitol-1-fosfato dehidrogenasa) y los que sobreexpresan la osmotina (Florido Bacallao
y Bao Fundora, 2014).

Y en la basqueda de mejorar la respuesta al acido abscisico se ha identificado el gen
rd22, que regulan la sintesis de las proteinas Myb y Myc induciendo el acido abscisico.

Sin duda existe un gran numero de genes en especies modelo y especies emparentadas
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(Solanaceas spp.), que contribuyen a la basqueda de nuevas alternativas para mitigar los
problemas causados por el estrés abiotico y que estan muy relacionados con los efectos

de cambio climatico.

e [Estrés por exceso de sales: La salinidad cada vez tiene mas importancia, debido
a su relacion con las bajas precipitaciones y la escasez de agua. La salinidad afecta al
crecimiento y produccion de los cultivos al reducir el potencial hidrico de la disolucién
del suelo, disminuyendo la disponibilidad de agua y crea un desequilibrio nutritivo debido
a una elevada concentracion de Na* y CI°, que pueden interferir en la nutriciéon mineral y

el metabolismo nutritivo (Leidi y Pardo, 2008).

Una estrategia para conseguir la adaptacion a las condiciones de salinidad, en las
plantas debe activar maltiples mecanismos para aumentar la capacidad de obtener y/o
retener agua y restituir la homeostasis ionica (Leidi y Pardo, 2008). Estos mecanismos
generan un gasto de energia obstruyendo el crecimiento vegetal normal, cambios
bioquimicos en la sintesis del acido abscisico, cierre de estomas, disminucion de
transpiracion y fotosintesis, etc. A pesar de esta alteracion bioquimica, no todos los
genotipos de Capsicum spp. pueden tolerar, pero si se han podido encontrar tolerancia a
la salinidad en genotipos silvestres y patrones, que ayudan a modificar las rutas

biosintéticas de la planta.

En la actualidad se han desarrollado estrategias, basadas en investigaciones frente al
estrés hidrico y salino, al estar correlacionado con el efecto en las rutas biosintéticas.

Entre ellas:

» Patrones en estrategias para el estrés hidrico (Penella et al., 2016).

» Introgresion de genes que regulen la expresion del &cido abscisico (ABI1 y
HABAL) (Rodriguez et al., 2005).

» Aplicacion de metil jasmonato (MeJa) que presenta un efecto estimulante del
desarrollo vegetal, radicular y reduce el impacto negativo de la salinidad
(Rodriguez Buitrén, 2015).

» El uso de melatonina exogena, que induce a los cambios bioquimicos de la planta,
aumentando la tolerancia al estrés salino (Castafares y Bouzo, 2019).

» Empleo de plantas micorrizadas (Carretero Montero, 2002).
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e Estrés por compuestos oxidantes (ROS): Las especies reactivas de oxigeno
(ROS) se producen en el metabolismo normal y se controlan con un eficiente sistema de
enzimas, como catalasas, peroxidasas y superoxido dismutasas, localizadas en érganos
especificos. Las ROS en condiciones de estrés en etapas tempranas, presentan un

incremento considerable, que es conveniente neutralizar al tener un gran poder fitotoxico.

En esto se han basado los intentos de mejorar la capacidad de las plantas para dar
cuenta de componentes dafiinos, mediante la sobreexpresion del superdxido dismutasa
(SOD) que mejora la actividad fotosintética bajo condiciones de salinidad. Otra
alternativa es la sobreexpresion de una isoenzima MnSOD de Arabidopsis, que induce a
otros sistemas antioxidantes (Cu/Zn, FeSOD Yy catalasa) (Leidi y Pardo, 2008).

1.6. EFECTO DE LA MELATONINA

La melatonina (N-acetyl-5-metoxytriptamine) se aislé por primera vez en 1958 a partir
de las glandulas pineales bovinas (Lerner et al., 1958) y su funcidn en los seres humanos
y los animales, ha generado un gran interés por estudiar su efecto en diferentes
organismos vivos. En 1995 se descubrio su presencia en plantas superiores (Dubbels et
al., 1995) y desde entonces han aparecido varias publicaciones reportando la deteccién
de melatonina en diferentes especies vegetales y su papel en la fisiologia vegetal.

Los mecanismos de accién de la melatonina no se comprenden claramente en algunas
especies, pero su efecto como antioxidante, estabilizador de la membrana y regulador de
la expresion genética (Nawaz et al., 2016) ha sido ya descrita. Las funciones fisioldgicas
de la melatonina han llegado a plantear una hipétesis, sobre su accion como hormona, al
regular el crecimiento de la planta, desarrollo de 6rganos aéreos, morfologicos de las
raices y transicion floral (Sun et al., 2021). Dadas sus diversas funciones, se propuso que
la melatonina es un regulador clave en las plantas, cooperando con otras fitohormonas y

moléculas conocidas como especies reactivas de oxigeno y 6xido nitrico.

Ademas, en diversos estudios se han logrado comprender algunos mecanismos
bioquimicos, en los que la melatonina alivia los efectos de diversos tipos de estrés
abiotico, como la sal, sequia, las temperaturas extremas y estrés por metales pesados
(Zhang et al., 2015; Pardo-Hernandez et al., 2020).

En Capsicum annuum se han realizado diferentes investigaciones, consistentes en la
aplicacion de concentraciones variables de melatonina, en las que se ha visto que

concentraciones elevadas (50 UM de melatonina) aumentaron el contenido relativo de

16



Efecto de la melatonina exdgena sobre la germinacion y crecimiento en plantulas de
pimiento (Capsicum annuum) bajo estrés salino

agua, clorofila, carotenoides, prolina y aumento de la actividad enzimatica antioxidante
(ascorbato peroxidasa, glutatina S-transferasa y glutation reductasa) generando un alivio
a la planta sometida a condiciones de estrés salino (Kaya y Doganlar, 2019). Pero no
todos los genotipos de Capsicum spp. acttan de la misma forma, ya sea por influencia en
la expresion genética y/o por diferentes mecanismos de defensa de las plantas, ante la

afectacion de un estrés abidtico (Alvarez et al., 2019).
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1. OBJETIVOS

La salinidad, de forma individual y de forma conjunta con otros estreses abiéticos,
afecta negativamente el crecimiento, la reproduccion y la supervivencia de las plantas, lo
que limita potencialmente la productividad y el rendimiento de los cultivos agricolas. Se
prevé que los eventos de cambio climatico aumentaran el impacto negativo de los factores
de estrés ambiental en la produccion de plantas en muchas regiones del mundo en los
préximos afios, con la inevitable pregunta de coémo la humanidad hara frente a la demanda

mundial de alimentos.

Frente a este reto humanitario, el principal objetivo de este trabajo es evaluar el efecto
de la aplicacion de melatonina sobre la germinacion y crecimiento inicial de plantas de

pimiento cultivadas en condiciones salinas.

En concreto se trabajara con seis entradas procedentes del Banco de Germoplasma del
Instituto Universitario de Conservacion y Mejora de la Agrodiversidad Valenciana
(COMAYV), sometidas a diferentes condiciones de salinidad.

Para esto se parte de seis entradas de Capsicum spp., procedentes de distintos paises
(Espafa, México, Ecuador y Estados Unidos). Todas las variedades provienen del Banco
de Germoplasma del Instituto Universitario de Conservacion y Mejora de la
Agrodiversidad Valenciana (COMAYV).

El disefio experimental realizado, ha centrado las variables respuesta, en parametros

de las plantas de pimiento, que permitan obtener informacion sobre:

e El nivel de germinacién y crecimiento morfoldgico de las plantas.
e EIl contenido relativo de agua, contenido total de clorofila, fuga relativa de
electrolitos, la relacion Na*/K*, la concentracion en prolina y la concentracion

mineral de hojas y tallo con raices.

Los resultados permitiran obtener informacion sobre qué variedades, de las sometidas
a estudio, presentan tolerancia (media y alta) a la salinidad al aplicar diferentes
concentraciones de melatonina (0, 10, 50 y 100 uM) en condiciones de salinidad (8.0
dS/m de conductividad eléctrica en NaCl). Este estudio posee interés para determinar qué
entradas de pimiento presentan mejor respuesta bioguimica (accion genética) en la
tolerancia a la salinidad, en los estadios mas criticos del cultivo, comprendidos desde la

germinacion hasta el estadio de plantula.

18



Efecto de la melatonina exégena sobre la germinacion y crecimiento en plantulas de
pimiento (Capsicum annuum) bajo estrés salino

La informacién obtenida podria ser de sumo interés para los trabajos futuros con
variedades tradicionales o cultivadas mejoradas, interesantes para agricultores, mercados

y mejoradores vegetales.
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I1l.  MATERIALES Y METODOS

Las semillas utilizadas como material vegetal para esta investigacion son de seis
entradas de Capsicum spp. del Banco de Germoplasma del Instituto Universitario de
Conservacion y Mejora de la Agrodiversidad Valenciana (COMAV). Con estos
materiales vegetales se pretenden alcanzar un abanico de resistencias innatas a la
salinidad, ademas de diversidad en cuanto a la procedencia (Espafia, Estados Unidos,
Mexico y Ecuador). La codificacion de los diferentes materiales se muestra en la tabla 6.

Tabla 6. Lista de las accesiones del Banco de Germoplasma del COMAYV, utilizadas en
la investigacion.

Cadigo Variedad Descriptor
V1 Piquillo Piquillo
V2 Ecu - 994 Ecu - 994
V3 Serrano Kike S.K
V4 California Wonder CWwW
V5 Pasilla Pasilla

V6 Numex Conquistador N.C

3.1. CONDICIONES DEL CULTIVO

El ensayo se realiz6 en condiciones de laboratorio. Llevando a cabo la germinacion en
placas Petri con papel filtro y el desarrollo de las plantulas se realiz6 en bandejas de

polietileno, de alveolos de 6 x 3 (Figura 3).

Se emple6 un sustrato vegetal con perlita (3:1), comercial y autorizado para
produccion ecoldgica. Para cada alveolo se empled 190 cm® de este sustrato. La
distribucion de las bandejas en funcién de la variedad de pimiento y la dosis

correspondiente de melatonina utilizada, se ajusta al disefio experimental.

3
¥ i S
A L
’ Vi A . A5
<
/ o
3 ) '

Figura 3.

Plantulas de Capsicum spp. en condiciones salinas bajo diferentes
concentraciones de melatonina: 0, 10, 50 y 100 uM (A); germinacion de
semillas de la entrada Numex Conquistador en placas Petri a los 12 dias
después de la siembra (B).
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3.1.1. Disefio Experimental

Para evaluar el efecto de la aplicacion de melatonina sobre la germinacion y
crecimiento inicial de plantas de pimiento cultivadas en condiciones de salinidad (8.0
dS/m de conductividad eléctrica en NaCl), se han planteado dos evaluaciones de la
germinacion, por un lado, la germinacién llevada a cabo en alveolo y desarrollo de la

plantula y, por otro lado, el desarrollo de la germinacion en placa Petri.

La distribucion se realiz6 por bloques al azar, con cuatro bloques (Figura 4), evaluando
dos tratamientos cruzados. Los tratamientos ensayados son 1) el tipo de variedad,
ensayando seis diferentes variedades de Capsicum annuum y 2) la dosis de melatonina
aplicada, ensayando cuatro dosis diferentes. El disefio experimental tiene en cuenta los

siguientes criterios:

Tipo de Diseio experimental

Disefio Experimental: Bloques Completos Divididos Bifactorial A x B
Numero de repeticiones: 4

Unidad total del experimento: 96 UE

Numero de semillas por unidad experimental: 5 semillas

Tratamientos:

Factor A: Variedades

e V1:Piquillo

e V2:Ecu-994

e V3: Serrano Kike

e V4. California Wonder

e V5: Pasilla

e V6: Numex Conquistador

Factor B: Dosis de melatonina

e 0 pumol-L* de melatonina.

e 10 umol-L* de melatonina.
e 50 pmol-L* de melatonina.
e 100 pmol-L™* de melatonina.
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BOQUE | BLOQUE I
(V1;0) (V5:10) (V4:50) (V3;100) (V6;0) (V1;10) (V3;50) (V3;100)
(V6;0) (V3;10) (V2;50) (V2;100) (V2;0) (V6;10) (V2;50) (V2;100)
(V3;0) (V2;10) (V6;50) (V4;100) (V3;0) (V2;10) (V6;50) (V4;100)
(V5;0) (V4;10) (V3;50) (V6;100) (V1,0) (V4;10) (V4;50) (V1;100)
(V4;0) (V3;10) (V5;50) (V5;100) (V5;0) (V3;10) (V5;50) (V6;100)
(V2;0) (V6;10) (V1;50) (V1;100) (V4,0) (V5;10) (V1;50) (V5;100)

BLOQUE Il BLOQUE VI
(V4;0) (V5;10) (V5;50) (V2;100) (V5:0) (V2:10) (V5:50) (V3:100)
(VZ;0) (V2;10) (V4;50) (V1;100) (V2;0) (V4;10) (V4;50) (V1;100)
(V1,0) (V6;10) (V3;50) (V6;100) (V1;0) (V6;10) (V3;50) (V5;100)
(V3,0) (V410) (V1;50) (V4;100) (V3:0) (V3:10) (V1;50) (V6;100)
(V6;0) (V1;10) (V2;50) (V5;100) (V6;0) (V1;10) (V2;50) (V2;100)
(V5,0) (vV3:10) (V6:50) (V3;100) (V4,0) (V2;10) (V6;50) (V4;100)

Figura 4. Distribucion de bloques al azar. Tratamientos y dosis de melatonina
utilizados en las fases de evaluacion.

3.1.2. Evaluacion del porcentaje de germinacion

Las semillas se desinfectaron con una disolucion de hipoclorito de sodio al 10%
durante 10 min, posteriormente se realizaron tres lavados con agua desionizada. A
continuacidn, las semillas se colocan en placas de Petri de 8.5 cm de diametro con dos
papeles de filtro, y se colocaron cinco semillas por placa, equidistantes entre si, con cuatro
repeticiones. Posteriormente, las semillas se humedecieron con las diferentes
disoluciones de melatonina: 0, 10, 50 y 100 umol-L, respectivamente de su tratamiento,
en una proporcion de 1:5 (peso:volumen) (Farooq et al., 2012). Las placas Petri se
Ilevaron a estufa a una temperatura constante 25 °C + 0.5, en condiciones de oscuridad.
El control de la germinacion de las semillas se realizd diarimente durante 12 dias
(Castariares y Bouzo, 2019). Las semillas se consideraron germinadas, cuando se rompio
la cubierta de la semilla y se hizo visible la radicula. Al final del periodo de germinacion,
se realiz6 el test de cloruro de tetrazolio a las semillas, para evaluar su vitalidad y su poder
de germinacion (ISTA, 2021).

El test de tetrazolio esta basado en la actividad de las deshidrogenasas, que participan

en las reacciones de respiracion que se producen en la mitocondria de las células vivas.
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Cuando las semillas estan sumergidas en la disolucion de tetrazolio, las células vivas de
los tejidos sufren una reaccion quimica oxidacion-reduccién. La tincion de las semillas
muestra la actividad respiratoria de los diferentes tejidos. Apareciendo diferentes colores

e intensidades, reflejando las diferencias en la actividad respiratoria de cada estructura.
El porcentaje de germinacién (GP) se determiné en base a la siguiente formula:
GP (%) =n/N x 100

donde n es el nimero de semillas que germinaron durante el experimento y N es el
numero total de semillas (ISTA, 2021).

Para la evaluacion del porcentaje de germinacion bajo condiciones de salinidad, las
semillas se desinfectaron y se humedecieron en las diferentes concentraciones melatonina
y previo a la siembra de las placas Petri, las semillas se dejaron en remojo durante 6-12
horas. Transcurrido este tiempo se siembran en las placas Petri y se introducen en la estufa
a (25 = 0.5) °C, en oscuridad. Despues de 24 horas, las semillas se remojaron con una
disolucion de NaCl de 8.0 dS-m™ durante 12 dias. El porcentaje de germinacion se
determin6 como se describe por el ISTA.

3.1.3. Preparacion de las bandejas de cultivo

En todos los casos se partio de semilla germinada. Después de los 12 dias, donde las
semillas estan sometidas a la disolucion de NaCl 8.0 dS-m™, las semillas se enjugaron
tres veces con agua destilada, se secaron al aire libre, aproximadamente a 25 °C, durante
24 h, reduciendo el contenido de humedad a valores inferiores al 10% y se procede a la
siembra en las bandejas de germinacion, previamente desinfectadas. Se depositaron dos
semillas germinadas por alveolo, y finalmente se evalu una sola plantula por tratamiento.
Las plantulas se regaron, cada dos dias con agua, y segun corresponda con 100 mL de

disolucion de 0, 10, 50 y 100 pumol-L ! de melatonina, un total de cuatro veces.

Después de la emergencia de la primera hoja se realizo una fertilizacion con disolucion
nutritiva de 15-15-15 N/P/K, junto con una disolucion salina, adoptando el valor CE 8.0
dS L1(60 mmol L de NaCl). Se ajustd a la disolucion a 8.0 dS Lconsiderando que bajo
este nivel de salinidad, el rendimiento del cultivo se ve afectado reduciendo su
rendimiento, aproximadamente en un 50%, afectando el mecanismo de regulacion
osmotica, pérdida de turgencia celular y deficiencias nutritivas en la planta (De Pascale y
Ruggiero, 2003; Assouline et al., 2006; Bojorquez et al., 2014).
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La conductividad eléctrica de la disolucion salina se controlo periédicamente con un
medidor de conductividad portétil (COND 6/TDS 6). Las plantas se mantuvieron en estas
condiciones por un periodo de 30 dias y luego se recolectaron para realizar los parametros

respuesta.

3.2. PARAMETROS RESPUESTA

3.2.1. Evaluacion del crecimiento de las plantas en condiciones de salinidad

La evaluacion del crecimiento vegetativo se determind después de transcurridos 30
dias bajo condiciones de estrés por salinidad. El pardmetro evaluado en todos los casos
ha sido la longitud del tallo principal, medido con la ayuda de regla milimetrada y
expresada en cm. Esta evaluacion se ha evaluado durante seis semanas, después de la

siembra.

3.2.2. Determinacion del contenido de clorofila, antocianos y polifenoles

La clorofila, antocianos y polifenoles se midié con el equipo Dualex Scientific + TM
(Force A). La determinacion consiste en una medicion sobre la epidermis y el mesofilo
de las hojas, basadas en la transmisidn de la florescencia infrarroja (clorofila y antocianos)
ubicada muy cerca del color rojo, que cuantifica la clorofila y una segunda medicion
ubicada en el infrarrojo cercano que permite tener en cuenta los efectos de estructura de

la hoja. La medicion se realiz6 después de los 30 dias en condiciones de salinidad.
La cuantificacion se determina mediante la formula (Forcea-A, 2013):
indice de clorofila = (Transmision infrarroja cercana—Trans. Rojo)/Trans. Roja

indice de los flavonoles = Log*(Florescencia infrarroja cercana-excitada
roja/Fluorescencia. Infrarroja cercana- excitada UV.A)

indice de los antocianos = Log*(Fluorescencia infrarroja cercana excitada

roja/Florescencia infrarroja cercana excitada verde)

Expresando los resultados en pg/cm? de extracto.

3.2.3. Determinacion del contenido relativo de agua (RWC)

Después de 30 dias de estrés por salinidad, las plantas de todos los tratamientos se

recolectaron, separando las hojas, los tallos y las raices.
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El RCW se calculé de acuerdo a Cao et al. (2015), extrayendo las hojas de cada
tratamiento y pesandolas en vasos precipitados de 5 mL (peso fresco), posteriormente se
dejan las hojas sumergidas en agua destilada en una relacion (1:50) del peso de las
muestras, durante cuatro horas. Y se registra el peso suturado (SW). Finalmente, se
secaron las hojas a 80 °C en una estufa durante 24 horas, y se registro su peso seco (DW).

El célculo del RCW, expresado en porcentaje, se determina mediante la ecuacion:
RCW (%) = (FW —DW) / (SW — DW) x 100

3.2.4. Determinacion de la actividad antioxidante

El valor de la actividad antioxidante (AOT) se midi6 de acuerdo a la técnica
modificada del 2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo (DPPH) de Guija-Poma et al. (2015). Para
ello se utilizan 0.1 g aproximadamente, de las muestras homogeéneas de hojas de pimiento
para cada tratamiento y determinacion. El material vegetal se deposita en tubos de ensayo
y posteriormente se adicion6 2 mL de metanol (MeOH) al 80%. Después se coloco en
agitacion durante 1 hora y posteriormente se centrifugaron durante 5 min. En la disolucién
obtenida se rescaté 0.1 mL (sobrenadante) colandolos en tubos de ensayo (5 mL), a los
que se les afiadi6 3,9 DPPH y se los dejé en oscuridad durante 1 hora, para que reaccionen,

y fueron medidos a 515 nm por el espectrofotometro (Uviline 9400).

El célculo del contenido de antioxidantes se realiz6 por contraste a una curva de 0; 0.3;
0.5; 0.8; 1; 1.3 de DPPH, en la que se obtuvo una ecuacion de la pendiente y se remplazo
en funcion a los pesos de cada muestra. Los resultados se expresan en umol AOT/100 g
de materia fresca (FW).

3.2.5. Determinacién de la fuga relativa de electrolitos

La fuga relativa de electrolitos (EL) se determind segun el protocolo de Restrepo et al.
(2013). Para ello se homogenizan 0.1 g de hojas frescas, las cuales fueron cortadas en
segmentos de 5 mm y colocadas en tubos de ensayo que contenian 10 mL de agua
destilada. Las hojas se dejan incubar durante 2 h a 30 °C y se mide la CE1 (inicial) con
conductimetro (COND 6/TDS 6), posteriormente las mismas muestras se incubaron a 100
°C, durante 15 minutos y se midio la CE final (CE>). La fuga relativa de electrolitos (EL)

se expresa en porcentaje y se determina mediante la formula:

EL (%) = CE1 / CE2 x 100
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3.2.6. Determinacion del contenido en prolina

La prolina se determind segun el protocolo modificado de Bates et al. (1973). Paraello
se emplearon 150 mg del material vegetal fresco de cada tratamiento y se coloco en tubos
de ensayo, afiadiendo 5 mL de disolcuion acuosa de acido sulfosalicilico al 3%, que se
homogenizo en un vortex duante 30 segundos. Posteriomrnete las muestras se pusieron
en agitacion durante 1 hora y posterimente se centrifugaron durante 5 minutos. De la
disolucion sobrenadante se tomaron 2 mL y se transvasaron a un tubo de ensayo, al que
se le afiadié 2 mL de ninhidrina &cida y 2 mL de acido acético glacial, dejando reaccionar
en la estufa a 100 °C durante 1 h. Una vez retiradas las muestras de la estufa se afiadio 4
mL de tolueno, bajo condiciones de bafio de hielo durante 15 minutos. Después se agitd
con vortex durante 20 segundos. Finalmente se midi6 la absorbancia del sobrenadante a
520 nm usando un espectrofotometro UV/Vis (Jenway TM 6715 UV-visible). Los

resultados se expresan en g de prolina/100 g de materia fresca (FW).

La curva patrén de prolina se basé segin un protocolo de Padilla et al. (2021). La recta
patron basada en pg prolina de 0; 1; 5; 15; 20; 30; 50 y 70. A los patrones se les agrego
en un tubo de ensayo, &cido sulfosalicilico al 3%, ninhidrina &cida y acido acético glacial,
se dejo reaccionar en la estufa a 100 °C durante 1 h y se midid en el espectrofotometro a
520 nm.

3.2.7. Contenido mineral de hojas y tallos con raices

La preparacion de las muestras se realizé segun el protocolo modificado, descrito por
Campbell y Plank (1998). Para ello, se comenz6 triturando las muestras secas de las
plantas y 1 g se colocé en mufla (600 °C) durante 4 h. Las cenizas se hirvieron con 0.25
mL de HCI (30%) y se filtraron con un papel de filtro. Se aforé en un matraz de 5 mL.
Los contenidos de K, Na, Ca, Cu, Fe, Zn, Mg, Mn y P, se determinaron mediante un
equipo de espectroscopia de emision con plasma de acoplamiento inductivo (ICP-EQS).
El equipo empleado es de Agilent ICP-EOS 710 (700 series ICP-OES, Australia). Las
longitudes de onda seleccionadas para cada elemento son las siguientes: 317.933 nm para
la determinacién del Ca, 324.754 nm para la determinacién del Cu, 238.204 nm para la
determinacion del Fe, 213.857 nm para la determinacion del Zn, 769.897 nm para la
determinacion del K, 285.213 nm para la determinacion del Mg, 257.610 nm para la
determinacion del Mn, 589.592 nm para la determinacion del Na y 177.434 nm para la

determinacion del P, y los valores se expresan en mg/100 g de materia fresca.
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3.2.8. Tratamiento estadistico

Todos los valores de los pardmetros analizados se realizaron por triplicado, por cada

tratamiento.

El anélisis de varianza (ANOVA) de los resultados obtenidos se analizaron mediante
una prueba de Tukey con un nivel de confianza de 0.05. Se ha realizado un estudio de
relaciones entre todas las variables, empleando el coeficiente de Pearson que mide el
grado de asociacion lineal entres dos variables. En las que el valor r de este coeficiente
toma valores entre -1 y 1. Siendo -1 de color azul al estar inversamente correlacionado y

1 de color rojo al estar directamente correlacion en cada variable estudiada.

Para el estudio estadistico se ha utilizando un paquete de software STATGRAPHICS
Centuriéon XVIII.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. RESULTADOS

4.1.1. Incidencia sobre el nivel de germinacion en funcion de las variedades de

Capsicum, dosis de melatonina y concentracién salina

La incidencia en la germinacion se ha evaluado contrastando el efecto de la variedad
y el de la concentracion de melatonina, de forma individual, a lo largo del estudio, y como
respuesta a las agresiones abioticas a las que han sido sometidas, las semillas y las
plantulas. Durante del estudio se ha ido produciendo la muerte del material vegetal, por

lo que no ha sido posible evaluar el efecto cruzado de ambas variables.

La tabla 7 muestra los niveles de germinacion (%) obtenidos para las diferentes
entradas y en los dias 1, 5, 6, 7, 9 y 12 de seguimiento. Se muestran las diferencias
significativas (al 95% de confianza) entre los niveles de germinacion, para cada dia de

control.

El nivel de germinacion (%) fue muy variable entre los diferentes genotipos
evaluados. Las semillas después de ser saturadas en las diferentes concentraciones de
melatonina, presentaron una alta germinacion para las entradas de Numex Conquistador
(N.C) y Serrano Kike (S.K), desde el dia 1 de control hasta los ultimos 12 dias de
evaluacion. La variedad Ecu—994 presentd una baja germinacion en los primeros dias de
control, pero llegd a alcanzar el nivel de germinacion mas alto (97.5%) al final del control
(Figuras 5b y 5d).

Tabla 7. Niveles de germinacion (%) de las variedades de Capsicum bajo el efecto de los
niveles de melotonina exdgena.

Germinacion (%)

Variedad D1 D5 D6 D7 D9 D12

Piquillo  46.25+598 cd 51.25+591 cd 73.75+477 a 78.75+474 a 7875+474 a 88.75+3.16
Ecu-994 63.75+5.98 abc 70.00+591 abc 90.00+4.77 a 95.00+4.74 a 95.00+4.74 a 97.50+3.16
S.K 76.25+598 ab 78.75+591 ab 90.00+4.77 a 91.25+4.74 a 91.25+474 a 95.00+3.16
Ccw 53.75+598 bcd 56.25+591 bcd 75.00+4.77 a 78.75+4.74 a 7875+474 a 87.50+3.16
Pasilla 3250+598 d 35.00+591 d 5250+4.77 b 5750+4.74 b 5750%4.74 b 8125%3.16
N.C 86.25+598 a 875+591 a 9250+4.77 a 9250+4.74 a 9250+4.74 a 9250+3.16

ab

ab

ab

La germinacion en entradas como Piquillo, presenté problemas de contaminacion
(Figura 5a) que afectaron ligeramente en la germinacién durante los cinco primeros dias,

pero que tuvo menos incidencia en el valor acumulativo durante los doce dias. A su vez,
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en la entrada California Wonder (C.W) se presentaron semillas que no germinaron por
ausencia de embrion (Figura 5c).

La variedad Numex Conquistador (N.C) presenté mayor desarrollo de las radiculas
(mayor grosor y mayor numero de raicillas secundarias) en concentraciones de 10 y 100

UM de melatonina (Figura 5e).

Por ultimo, destacar que las semillas de la variedad Pasilla han sido las que han
presentado los valores mas bajos de germinacion a lo largo de todo el periodo de estudio,
mostrando, en general, diferencias estadisticamente significativas, frente a los valores de

germinacion de las variedades Ecu-994 y Serrano Kike.

Embrion de Ecu-994

Figura 5. Efecto de la melatonina sobre la germinacién. a: entrada de la variedad Piquillo
contaminadas; b: semilla con embrién de Ecu-994; c: semillas sin embrion de
C.W; d: Ecu-994 en diferentes concentraciones de melatonina; e: N.C en
diferentes concentraciones de melatonina.

La tabla 8 muestra los niveles de germinacion (%) obtenidos para las diferentes dosis
de melatonina aplicada (0, 10, 50 y 100 pumol-L™Y) y en los dias 1, 5, 6, 7 9 y 12 de
seguimiento. Se muestran las diferencias significativas (al 95% de confianza) entre los
niveles de germinacion, para cada dia de control.

Se observa que el efecto de aplicar melatonina exdgena, independientemente de la
concentracion aplicada, no afecta en los niveles de germinacion de las semillas de
Capsicum ensayadas, excepto en el Gltimo dia de evaluacion, donde se muestra que, en
promedio, las dosis de 10 uM de melatonina presentan los mayores niveles de
germinacién (95 + 2.59%). También se observa que las concentraciones mas altas de
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melatonina (100 uM) no tienen un efecto positivo sobre la germinacion de las semillas,
en el global de las variedades estudiabas, incluso se observa que los niveles de

germinacion son mas bajos que cuando no se aplica melatonina (tratamiento control, 0
uM).

Tabla 8. Niveles de germinacion (%) en funcion de la dosis de melatonina exdgena sobre
las semillas de Capsicum.

Germinacion (%)

Melatonina
(umol-LY D1 D5 D6 D7 D9 D12
0 59.17#489 a 6250+4.82 a 7583+390 a 80.83+387 a 80.83+387 a 89.17+259 ab
10 56.67+4.89 a 61.67+482 a 80.00+3.90 a 83.33+387 a 83.33+387 a 9500+259 a
50 65.00#4.89 a 68.33+482 a 84.17+390 a 8583+387 a 8583+387 a 9250+259 ab
100 58.33+4.89 a  60.00+4.82 a 75.83+3.90 a 79.16+3.87 a 79.16+3.87 a 8500+259 b

Las semillas de las diferentes variedades estudiadas bajo condiciones de salinidad con
una CE de 8.0 dS/m, después de haber sido remojadas en diferentes concentraciones de
melatonina de 6 a 12 h, gener6 una latencia de la semilla y posteriores pudriciones, por
lo que no se mostraron semillas germinadas, en ninguno de los efectos estudiados. Estos
resultados coinciden con los de Castafiares y Bouzo (2019). Hasta los primeros 6 dias del
estudio se observd que la entrada de Capsicum Serrano Kike, bajo todas las
concentraciones de melatonina ensayadas presentaron radicula en aproximadamente el
50% de las semillas, asi como la ruptura de la latencia, pero a partir de esta fecha, se
manifesto la podricion de las semillas y muerte de las mismas, coincidiendo a partir de

este momento con el comportamiento del resto de variedades de Capsicum estudiadas.

4.1.2. Resultados sobre de la altura del tallo en funcion de las variedades de

Capsicum y dosis de melatonina en condiciones de salinidad

La figura 6 muestra el estado de las plantulas por variedades y a lo largo de las seis
semanas de estudio, atendiendo a la dosis de melatonina aplicada, para el blogue I, la
figura 7 muestra la misma informacién para el blogue I, la figura 8 para el bloque 111y
la figura 9 para el blogue IV. Se observa que debido a la accion del estrés salino,
producido por la aplicacion de una disolucion de cloruro sédico con una CE de 8.0 dS/m,

muchas plantulas al final del estudio sufren la muerte vegetativa.
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Dosis 0 pmol-L™T Dosis 10 umol-L!
S.K Pasilla CW  Ecu-994 Paslha SK | Ecu9%4 CW |Piquilo| NC

-

Dosis 50 pm ol'L-T Dosis 100 pmol-L*
N.C SK Pasilla | Piqui SK | cw |NC

Pasilla | Piquillo

Figura 6. Estado de las plantulas de las seis variedades de Capsicum a lo largo de las seis
semanas de estudio, atendiendo a la dosis de melatonina aplicada, para el
bloque I.
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Dosis 0 pmol'L* Dosis 10 pmol-L-!
N.C [Ecu-994] SK  Piguillo | Pasila | C.W N.C Ecu%4 CW SK Pasilla

;
o ; -.l

Dosis 50 umol-L! Dosis 100 umol'L!
SK Ecu994 N.C | C.W__ Pasilla | Piguilb SK Ecu994 [ CW  Piquillo [ N.C Pasilla
= - S Il v = =

Figura 7. Estado de las plantulas de las seis variedades de Capsicum a lo largo de las
seis semanas de estudio, atendiendo a la dosis de melatonina aplicada, para
el bloque II.
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Dosis 0 pmolL! ‘ Dosis 10 umol-L!
__CW_[Ecu994 | Piguilb __SK N.C___ Pasilla Pasila [Ecu994| N.C | CW __Piquilo SK

3

/

- Dosis 100 pmol'L
Dosis 50 pmol-L! : ) <pec o) i 3
Pasla __ CW _ SK | Piquilo [Ecu994] NC | JEcu-994 Piquillo | Nc¢  CW | Pasila  SK

Figura 8. Estado de las plantulas de las seis variedades de Capsicum a lo largo de las
seis semanas de estudio, atendiendo a la dosis de melatonina aplicada, para
el bloque I11.
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Dosis 0 pmol-L™! Dosis 10 umol'L~T

Pasilla | Ecu-994 | Piquillo | SK ____ N.C C.W Ecu94 | CW | NC | [ Piguillo | Pasilla

| ‘
Y

Dosis 50 pmolL-! Dosis 100 pmol-L-
Pasila_| C.W SK | Piquillo [Ecu-994 N.C | SK __ Piquil | Pasila _NC |Ecu994 C.W

: - ‘ - ; .l ~ '
\ )
- |
A 5

Figura 9. Estado de las plantulas de las seis variedades de Capsicum a lo largo de las
seis semanas de estudio, atendiendo a la dosis de melatonina aplicada, para
el bloque IV.

La incidencia en la altura de las plantas se ha evaluado contrastando el efecto de la
variedad y el de la concentracion de melatonina, de forma individual, a lo largo del
estudio, y como respuesta a las agresiones abioticas a las que han sido sometidas, las
semillas y las plantulas. Durante del estudio se ha ido produciendo la muerte del material

vegetal, por lo que no ha sido posible evaluar el efecto cruzado de ambas variables.

34



Efecto de la melatonina exégena sobre la germinacion y crecimiento en plantulas de
pimiento (Capsicum annuum) bajo estrés salino

La tabla 9 muestra los valores promedio de la altura del tallo de la plantula obtenidos
para las diferentes entradas y en las diferentes semanas de seguimiento. Se muestran las
diferencias significativas (al 95% de confianza) entre la altura de planta, para cada semana

de control.

Se observa que las plantulas de la variedad Numex Conquistador es la que muestra la
mayor altura, alcanzando las plantulas de esta variedad una altura promedio en el total de
las seis semanas de evaluacion, de 3.18 cm. La altura alcanzada por las plantulas de la
variedad Numex Conquistador (figura 10), difiere significativamente de la que consiguen

las plantulas de las variedades Ecu-994, Serrano Kike y California Wonder.

Figura 10. Plantulas de la variedad Numex Conquistador (a) y Piquillo (b), con la
aplicacion de 100 pmol-L* de melatonina a la sexta semana.

La variedad Ecu-994 presenta la altura del tallo de plantula mas baja del ensayo,
observandose que incluso a lo largo del estudio, la altura mostrada en el primer dia de
control (1.84 cm), va disminuyendo ligeramente, alcanzando al final del estudio la altura
de 1.72 cm, disminucion que puede estar causada por la deshidratacion generada por el

efecto de la concentracién en sal.

La entrada Serrano Kike muestra buena respuesta en la variable altura de plantula, ya
que, a lo largo del estudio, es capaz de incrementar la altura del tallo de la plantula
aproximadamente en un centimetro, siendo con la variedad de pimiento Pasilla, las que

mas incrementan su altura en el periodo de estudio evaluado.
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Tabla 9. Altura de planta (cm) de las variedades de Capsicum bajo el efecto de los niveles
de melatonina exdgena, durante las seis semanas de estudio.

Variedad S1 S2 S3 S4 S5 S6
Piquillo 242027 ab 244+099 a 238+021 a 249+021 ab 265+027 a 276+0.25 ab
Ecu-994 184013 b 184+060 a 1.78+0.13 a 175%013 c¢ 176019 a 172022 c

SK 208+0.13 ab 190+060 a 1.98+0.14 a 216+0.14 bc 243+019 a 306+023 b
Cw 1.79+013 b 271x0.60 a 1.83+0.14 a 199+0.14 bc 211+019 a 209+0.19 bc
Pasilla  1.63+0.14 b 148+065 a 184+016 b 211+015 bc 240+024 b 271+0.23 ab
N.C 251+0.12 a 34+060 a 260+013 a 273+013 a 314+016 a 318+0.16 a

La tabla 10 muestra las alturas del tallo de plantula (cm) obtenidas para las diferentes

dosis de melatonina aplicada (0, 10, 50 y 100 pmol-L™?) y en las seis semanas de estudio.

Se muestran las diferencias significativas (al 95% de confianza), para cada semana
de control. Se observa, que en global, para cada una de las fechas evaluadas, no existen
diferencias estadisticamente significativas en la altura del tallo de las plantulas, en funcién
de la aplicacion de melatonina, independientemente de la concentracion. Aunque las
mayores alturas de tallo se alcanzan con la dosis de 50 pM, siendo incluso la dosis de
melatonina que mayor incrementa la altura del tallo de las plantulas de las diferentes
variedades de Capsicum, bajo condiciones de salinidad.

Tabla 10. Efecto de las dosis de melatonina exdgena sobre la altura (cm) del tallo de las
plantulas de Capsicum, durante las seis semanas de estudio.

Melatonina
(umol-LY) S1 S2 S3 S4 SH S6
0 1974017 a 261+054 a 209+012 a 224+013 a 243+0.18 a 238+019 a
10 1984013 a 192+053 a 204+012 a 208+012 a 2204017 a 257+019 a
50 205+014 a 267+054 a 198012 a 226+012 a 263+017 a 291+0.16 a
100 217+014 a 1964053 a 2154012 a 2244012 a 240+0.16 a 250+0.16 a

4.1.3. Resultados en clorofila, antocianos y polifenoles en funcion de las variedades

de Capsicum y dosis de melatonina en condiciones de salinidad

La tabla 11 muestra los valores promedio y los niveles de significacion al 95% de
confianza, del contenido en clorofilas, antocianos y polifenoles de las plantulas de

Capsicum para las diferentes entradas estudiadas.

Se observa que la respuesta a los diferentes parametros bioquimicos (clorofilas,
antocianos y polifenoles) de las plantas de Capsicum sometidas a estrés salino, es
diferente en funcion de la variedad. Asi, las variedades Pasilla, California Wonder y
Piquillo presentaron la mayor concentracion en clorofilas, entre 15.10 y 12.97 pg/cm?2.

Los resultados indican que las concentraciones de clorofila presentes en las plantulas de
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la variedad Pasilla difieren significativamente de las concentraciones de las variedades

Ecu-994, Serrano Kike y Numex Conquistador.

Las menores concentraciones en clorofilas se corresponden con las mayores
concentraciones en antocianos. Asi, la variedad de Capsicum Serrano Kike es la de mayor
acumulacién en antocianos, con diferencias estadisticamente significativas, frente a los
valores que muestran las variedades Piquillo, California Wonder, Pasilla y Numex
Conquistador. Por otro lado, los niveles mas altos de flavonoides se alcanzan para
California Wonder, con diferencias frente a los niveles de Ecu-944 y Serrano Kike.

Tabla 11. Concentraciones en clorofila, antocianos y polifenoles en funcion de las
variedades de Capsicum en condiciones de salinidad.

Variedad Clorofilas (ug/cm?) Antocianos (pg/cm?) Flavonoides (pg/cm?)
Piquillo 1297+121 ab 0.266+0.03 ¢ 0.678+0.05 ab
Ecu-994 7.37+£1.53 d 0.408+£0.04 ab 0.542 + 0.06 b

S.K 9.68 £ 1.02 cd 0.465 + 0.02 0.587 £ 0.04 b
Cw 13.22+1.02 ab 0.295 +0.02 0.723+0.04 a
Pasilla 15.10+ 1.22 a 0.292 £ 0.03 0.635£0.05 ab
N.C 11.69+1.02 bc 0.382 + 0.03 0.612+0.04 ab

[ 2 o B o B < M)

La tabla 12 muestra los valores promedio y los niveles de significacion al 95% de
confianza, del contenido en clorofilas, antocianos y polifenoles de las plantulas de
Capsicum sometidas a diferentes concentraciones de melatonina. En los tratamientos que
se aplic6 melatonina contribuyeron a mitigar el estrés salino (8.0 dS/m) en variedades de
Capsicum, favoreciendo la mayor concentracion de clorofilas y menores concentraciones
en antocianos. No se encuentran diferencias estadisticamente significativas entre las
diferentes concentraciones de melatonina aplicada, siendo la dosis de 10 umol-L? de
melatonina, donde se registran los mayores niveles de clorofilas, mientras que las
menores concentraciones en antocianos se localizan en las hojas de las plantas de

Capsicum tratadas con 100 pmol-L™* de melatonina.

Los contenidos en flavonoides, no muestran diferencias estadisticamente
significativas, en las hojas de las plantulas de Capsicum estudiadas, cuando se aplica
melatonina, tras ser tratadas las plantas con la concentracion salina correspondiente a 8.0

dS/m de conductividad eléctrica en NaCl.

Algunos autores (Ruiz y Medina, 2011; Phimchan et al., 2012) encontraron que la

concentracion de flavonoides puede variar en diferentes etapas fenoldgicas y entre
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genotipos de la misma especie, esto también se observo en condiciones de estrés hidrico

en variedades de Capsicum annum var. glabriusculum (Ricardez-Miranda et al., 2021).

Tabla 12. Concentraciones en clorofila, antocianos y polifenoles en plantas de Capsicum
en funcion de las concentraciones de melatonina en condiciones de salinidad.

Melatonina (umol-L™)  Clorofilas (ug/cm?)  Antocianos (ug/cm?)  Flavonoides (ng/cm>)

0 8.73+1.09 b 0403+003 a 0598+004 a
10 12.96 £ 0.84 a 0344+£002 ab 0642+003 a
50 12.07+£0.94 a 0353+003 ab 0674+004 a
100 12.95+0.95 a 0306+003 b 0604+004 a

4.1.4.Resultados en prolina, antioxidantes totales, contenido relativo de agua y fuga
de electrolitos en funcion de las variedades de Capsicum y dosis de melatonina

en condiciones de salinidad

El contenido de prolina juega un papel importante en las plantas, protegiéndolas de
diversos tipos de estrés y también ayudando a recuperase rapidamente después del mismo,

actuando como un osmoregulador en las plantas (Korkmaz et al., 2021).

La tabla 13 muestra los valores promedio y los niveles de significacion al 95% de
confianza, del contenido en prolina, antioxidantes totales (ATO), el contenido relativo de
agua (RCW) y la fuga de electrolitos (%), en condiciones de salinidad de las plantulas de

diferentes variedades de Capsicum, sometidas a las concentraciones de melatonina.

Una de las respuestas bioquimicas mas importantes al estrés es la sintesis de prolina.
Los niveles de prolina en los tejidos de las plantas sometidas a estrés salino, muestran
diferencias significativas, en funcion de las variedades. Los genotipos Ecu-994 y
California Wonder concentraron un mayor contenido de prolina, permitiendo a la planta
mitigar el estrés por la salinidad. Mientras que los genotipos Piquillo y Numex
Conquistador muestran las concentraciones mas bajas de prolina, con diferencias

significativas frente al resto de contenidos en prolina.

Para hacer frente a condiciones ambientales adversas, como las de salinidad, las
plantas tienen un sistema antioxidante que ayuda a controlar y eliminar especies reactivas
de oxigeno (ROS) (Gill y Tuteja, 2010 ). La evaluacion del contenido en antioxidantes
totales en las hojas de las plantas muestra que las variedades de pimiento de Serrano Kike
y Piquillo presentan mayor capacidad antioxidante total. Esta capacidad antioxidante de

la plantas sepuede ver incrementada por el efecto de la melatonina, ya que presenta efecto
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antioxidante, que esta directanete relacionada con la tolerancia a la salinidad (Ashraf y
Ali, 2008).

Tabla 13. Concentraciones de prolina, antioxidantes totales (ATO) y contenido relativo
de agua (RCW) en funcion de las variedades de Capsicum en condiciones de

salinidad.
Variedad . Fuga
Prolina (ug/100 g) ATO (1umol/100 g) RCW (%) Electrolitos (%)

Piquillo 3846.46+34884 ¢ 585.17+5508 a 193x0.04 ¢ 2741+461 b

Ecu-994  8853.55+526.62 a nd* 191+002 c nd
S.K 5716.62£27553 b  679.99+38.95 a 190+0.04 c 6046+355 a
Cw 6885.01+ 353.19 ab nd 215+0.03 a 59.67+355 a
Pasilla 5836.62+ 508.94 109.10+41.01 ¢ 195+£0.03 bc 55.62+4.61 a
N.C 3960.62 + 221.83 41314+2249 b 203+0.02 b 3315+296 b

*nd= datos no disponibles

El contenido de agua relativo en hojas (RWC) present6 bajas concentraciones en el
material vegetal de variedades como Piquillo, Ecu-994, Serrano Kike y Pasilla, existiendo
diferencias significativas frente a los niveles de este parametro en las hojas de la variedad
California Wonder, esto implica que las plantas sometidas a estrés de Piquillo, Ecu-994,
Serrano Kike y Pasilla, podrian haberse afectado mas que los otros genotipos. A
diferencia de la entrada California Wonder que presento6 el mayor valor de RCW en hojas
que podria estar relacionado con el aumento de la resistencia al estrés salino (Cui et al.,
2017).

La fuga relativa de electrolitos presenté diferencias estadisticamente significativas en
funcion del genotipo, con mayores valores en variedades como Serrano Kike, California
Wonder y Pasilla, que fueron las entradas que presentaron una menor tolerancia al estrés

por sal.

La tabla 14 muestra los valores promedio y los niveles de significacion al 95% de
confianza, del contenido en prolina, antioxidantes totales (ATO), contenido relativo de
agua (RCW) vy la fuga de electrolitos (%), de las plantulas de Capsicum sometidas a
diferentes concentraciones de melatonina. Se observa que, de forma generalizada, los
niveles de prolina se incrementan en las hojas de las plantulas de pimiento, a medida que
disminuye la dosis de melatonina, de forma que la no aplicacion de melatonina y la dosis
de 10 uM generan mayores concentraciones en prolina, con diferencias significativas

frente a los tratamientos con mayor concentracion en melatonina.
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Al utilizar concentraciones de 50 UM de melatonina se llega a obtener la mayor
capacidad antoxidante (671.44 pmol/100 g), siendo las diferencias encontradas
estadisticamente diferrentes al resto. El control en la aplicacion de melatonina también
genera alra capacidad antioxidante en las hojas de Capsicum, mientras que las
aplicaciones de 10 y 100 uM de melatonina son las que generan los menores valores de

capacidad antioxidante, sin diferencias entre ellas.

Por otro lado, el contenido relativo de agua (RCW) es significativamente menor
cuando la aplicacion de melatonina es de 10 uM, con diferencias frente a los valores del

resto de dosis (50 y 100 uM de melatonina) y el testigo.

La fuga relativa de electrolitos no present6 un efecto significativo en funcion de las
diferentes concentraciones de melatonina aplicadas, esto puede ser debido a que la fuga
relativa de electrolitos, esta relacionada con la peroxidacién lipidica y dafio de los tejidos
vegetales (Demidchik et al., 2014), que aumenta con la salinidad, y la concentracién
salina aplicada ha sido idéntica en todos los casos.

Tabla 14. Concentraciones de prolina, antioxidantes totales (ATO) y contenido relativo

de agua (RCW) en plantas de Capsicum en funcion de las concentraciones de
melatonina en condiciones de salinidad.

Melatonina Fuga Electrolitos
(umol-L1) Prolina (pg /100 g) ATO (upmol/100 g) RCW (%) (%)
0 7191.03+30840 a 460.06+3299 b 200+0.04 a 4791+381 a
10 684757 £254.16 a 147.97+3825 ¢ 188%0.03 b 4149+381 a
50 492229 +257.14 b 671.44+3365 a 202+003 a 5015+3.07 a
100 4438.36 £383.39 b 21953+3253 ¢ 2.00+0.02 a 4950+3.07 a

4.1.5. Resultados en los niveles minerales en funcion de las variedades de Capsicum

y dosis de melatonina en condiciones de salinidad

El contenido mineral se determind al final del ensayo. En este momento, y debido a la
accion del estrés salino, muchas plantulas habian muerto, y el resto presentaban un
tamafo pequefio, por lo que alcanzar la cantidad de materia necesaria para la
determinacion mineral era complejo. Por ello, aprovechando todo el material vegetal
existente, el contenido mineral del material vegetal se ha determinado por un lado en el
conjunto de las hojas y por otro lado tomando las partes del tallo y de la raiz. La tabla 15
muestra los valores promedio obtenidos del material vegetal final para los contenidos

(mg/100 g) en calcio, cobre, hierro, potasio, magnesio, manganeso, sodio, fésforo y zinc
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en hojas de Capsicum en funcion de las concentraciones de melatonina y variedad. La

tabla 16 muestra los mismos valores para el material de tallo y raices conjunto.

En los casos donde no aparece el dato es porque las nuestras puntuales (plantulas) no

Ilegaron al final del ciclo de estudio.

Se observa que las plantas no tratadas con melatonina resistieron mal el estrés causado
por la aplicacion de la concentracion salina, llegando a sobrevivir solamente las de la
variedad Numex Conquistador. A medida que se incrementan las dosis de melatonina
aplicada, la capacidad de resistencia de la planta es mayor y el grado de supervivencia
mayor. Se observa que variedades como Piquillo, Serrano Kike y California Wonder son
las que menor resistencia han presentado al estrés salino.

Tabla 15. Concentraciones (mg/100 g) de calcio, cobre, hierro, potasio, magnesio,

manganeso, sodio, fosforo y zinc en hojas de Capsicum en funcion de las
concentraciones de melatonina y variedad.

Melatonina Hojas
(umol-LY)  Variedad [Ca] [Cu] [Fe] [K] [Mg] [Mn] [Na] [P] [Zn]
0 Piquillo

0 Ecu-994

0 SK

0 cw

0 Pasilla

0 N.C 83.921 0.398 241.271 2.099 0.311 55.564  123.408

10 Piquillo

10 Ecu-994  186.065 0.496 2325 413.067  43.271 1.038 138.332  242.105 0.223
10 S.K

10 cw

10 Pasilla

10 N.C 89.057 0.022 0.857 176.700  16.284 0.466 54.596 88.534 1.635
50 Piquillo

50 Ecu-994  150.985 0.874 3.451  483.641  77.561 0.814 118.226  140.232 0.175
50 S.K

50 cw

50 Pasilla 182.322 3.587  281.097 1.084 83.538  300.386 0.211
50 N.C 247.912 1.794 2.090 322.159  111.059 0.871 117.265  351.079 2.148
100 Piquillo 136.099 1.328 0.277 4.000 1.000 105.369  136.085 0.662
100 Ecu-994  300.032 0.446 4,983  484.731 1.723 224972 303.949 5.292
100 S.K 130.858 0.102 0.647  644.960 0.394 233.317  143.367 0.147
100 cw 110.122 0.026 0.813  194.091 6.802 0.578 124907 121.134 0.323
100 Pasilla 124.287 0.025 0.716  227.087  17.780 0.426 76.500  132.632 0.093
100 N.C 109.629 0.801 304.982  34.240 0.413 46.622 80.180 0.247
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En las hojas los elementos minerales mayoritarios son el potasio, seguidos del fésforo,
calcio, sodio y en menor medida los oligoelementos, siendo el hierro y el zinc los de
mayor importancia. En el conjunto de tallo y raices, los elementos mayoritarios son el

calcio, potasio, fosforo y sodio, destacando el hierro como el oligoelemento mayoritario.

Ha resultado dificil estudiar diferencias significativas en los niveles minerales por la
falta de homogeneidad de los datos, pero si son un valor importante en el estudio de
correlaciones.

Tabla 16. Concentraciones (mg/100 g) de calcio, cobre, hierro, potasio, magnesio,

manganeso, sodio, fosforo y zinc en el conjunto de tallo y raiz de Capsicum
en funcion de las concentraciones de melatonina y variedad.

Tallo y Raiz
Melatonina
(umol-LY)  Variedad [Ca] [Cu] [Fel K] [Mg] [Mn] [Na] [P] [Zn]

0 Piquillo

0 Ecu-994

0 SK 660.305 0.068 29.272 433.749 83.700 1.144 367.628 168.040 0.796
0 c.w 293.110 10.659 454995 59.447 0.684 187.222 208.964 1.478
0 Pasilla

0 N.C 164537 0.014 8.023 254.225 53906 0.376 56.268 77.440 0.440
10 Piquillo 313.870  0.527 13.620 328.837 50.884 0.682 55,521 147.469 1.009
10 Ecu-994 186.065 0.496 2.325 413.067 43271 1.038 138.332 242.105 0.223
10 SK 326.827 16.018 343.759 87,502 0.753 71108 153.522 1.142
10 c.w 258271 0.393 9.734 250458 26.614 0.576 307.089 256.608 1.658
10 Pasilla

10 N.C 225.439 9.101 264.690 60.110 0.503 203.410 99.898 0.340
50 Piquillo  240.800 0.619 8.747 294233 79.892 0.466 157.077 104.179 0.459
50 Ecu-994 438.649 0970 17.850 470.112 94.076 0.971 97.325 266.442 3.037
50 S.K 337.057 0.242 12.779 495.803 75.047 0.849 172485 231.439 1.609
50 c.w

50 Pasilla  403.365 10.689 277.688 77.491 1764 168.838 279.307 5.150
50 N.C 501.409 0.890 24.327 226.611 63.467 1107 35428 255.157 2.307
100 Piquillo 105.369 1.361 0.662 133.150 0.391 1.133 228.252 24421 0.572
100 Ecu-994 802.145 1.776 52.308 492.063 133.182 2.011 388.942 477.787 2.698
100 S.K 130.858  0.102 0.647 644.960 0.394 233.317 143.367 0.147
100 c.w 234310 0.617 8.678 344292 57.159 0.656 114.806 168.783 0.645
100 Pasilla  206.176 0.229 5413 197.464 6.791 0.489 38.657 201.486 0.368
100 N.C 241188 0.565 9.598 348,573 86.112 0.608 67.840 89.208 0.431

4.1.6. Correlaciones entre variedades

En este apartado se pretende evaluar las posibles relaciones simples entre los
parametros estudiados para evaluar el efecto de la melatonina exdgena sobre los

parametros estimados en plantulas de pimiento (Capsicum annuum) bajo estrés salino. La
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tabla 17 muestra la matriz de los coeficientes de regresién. Los colores rojos representan
correlaciones positivas y los colores azules se corresponden con correlaciones negativas.
La intensidad del color muestra la fuerza entre la relacion, mientras que la ausencia de

color representa la correlacion débil.

Tabla 17. Coeficientes de correlacion de Pearson de las variables evaluadas, para el total
de entradas de Capsicum y concentraciones de melatonina, en condiciones de
salinidad.
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Bajo las condiciones de estrés salino, se observa que los coeficientes de relacion entre
la concentracion de prolina y la altura de las plantas muestran una relacion inversa de
fuerza media (coeficiente de correlacion préximo al 0.5), sobre todo con la altura de las
plantas de las Gltimas tres semanas de evaluacion, es decir que a medida que aumenta la
altura de las plantas disminuye la concentracion de prolina. Estas mismas tendencias
inversas se muestran para el contenido en prolina frente a la concentracion en K en las
hojas y la concentracién de Cu en los tallos y las raices. Por otro lado, la prolina tiene una
relacion directa, con una fuerza media (coeficiente de correlacion préximo al 0.5), con el
contenido de flavonoides y el contenido relativo de agua (RCW) en las hojas, a su vez
favorece al incremento de Fe, K 'y Mn en tallos y raices.
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En respuesta al estrés salino, las plantas deben ajustarse osmoticamente para impedir
la pérdida del agua, para ello acumulan los iones inorganicos o sintetizan los compuestos
bioquimicos, como la prolina, para disminuir el potencial osmético de la célula, pero
también mediante la combinacion de ambos mecanismos. La sintesis de los osmolitos
organicos requiere un coste energético mayor que el uso de iones inorganicos, y este coste
energeético es responsable en parte, de la reduccion del crecimiento y la de menor altura

de las plantulas.

El contenido de antioxidantes (ATO) posee una relacion directa media (coeficiente de
correlacion proximo al 0.5) con la concentracion de clorofila en las hojas y el contenido
mineral del Ca, Cu, Mg, Nay P en hojas y Cu, P en tallos y raices. A su vez se observa
que en las hojas de Capsicum de las condiciones del estudio, a medida que aumentan la

capacidad antioxidante, disminuye significativamente la concentracion de antocianos.

Bajo las condiciones de estrés salino, el contenido en antocianos se relaciona
inversamente con la concentracion en clorofilas, de forma que la concentracion clorofilica
de las hojas de Capsicum disminuye en favor del aumento de antocianos. Varios factores
ambientales desencadenan la acumulacion de antocianos, como la senescencia, hormonas,
la radiacion UV, el calor, el frio, la sequia, el estrés por salinidad, la deficiencia de
nutrientes, la presencia de quimicos e la infeccion por patdégenos (Nakabayashi et al.,
2014). Se cree que los antocianos brindan proteccion bajo estos estreses y se sintetizan en
la planta bajo estas situaciones, observandose en paralelo la disminucién en la
concentracion en clorofilas (Xu et al., 2017). La concentracion en antocianos también se
relaciona inversamente con la capacidad antioxidante total, el contenido relativo de agua
(RCW) vy el contenido en Cu en tallos y raices. Estos resultados corroboran que la
concentracion de clorofila total en las hojas de las plantulas de Capsicum genera un
incremento positivo en la capacidad antioxidante total, el RCW y el Cu en tallos y raiz en

condiciones de estrés por sal. Y ocasiona una menor concentracion de K en tallo y raices.

También es interesante mencionar que el contenido de Na en hojas de Capsicum tiene
una relacion directa con la capacidad antioxidante total y la concentracion de minerales
como el Ca, K, Mg y Mn en hojas, pero en tallos y raices el K, Na y P se fijan en mayor
concentracion al ser utilizados en los mecanismos de regulacién osmética en las plantas

sometidas a condiciones de estrés.

La mayoria de relaciones positivas se producen entre los elementos del contenido
mineral, de forma que el contenido en zinc de las hojas se relaciona muy fuertemente con
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el cobre de los tallos y las raices, indicando que cuanta mas concentracion de cobre exista
en el tallo y las raices, mayor concentracion de zinc llega a las hojas. Estas relaciones
estan ampliamente justificadas desde el punto de vista fisioldgico (Marschner, 2011).

4.2. DISCUSION

La tensién ambiental como la sequia, la concentracion salina, los efectos por las altas
y bajas temperaturas, entre otros, pueden causar efectos adversos sobre el crecimiento y
rendimiento de las plantas. Una de las vias clave para subyacer la tolerancia a la salinidad
de las plantas a condiciones de estrés es su maquinaria de defensa antioxidante. En
estudios recientes se ha visto que una mayor capacidad antioxidante o una menor
acumulacion de ROS, esté ligada a la tolerancia del estrés (Suzuki et al., 2014; Castafares
y Bouzo, 2019; Kaya y Doganlar, 2019).

Sin embargo, cuando la capacacidad antioxidante de las plantas es insuficiente, su
resistencia se puede incrementar mediante la aplicacion exdgena de algunas enzimas
antioxidantes, esenciales en los mecanimsos de efensa de las plantas hacia la adaptacion
de la salinidad (Kadioglu et al., 2011; Kaya y Doganlar, 2016; Al-Taey, 2017). En el
presente estudio, la sustancia utilizada para aumentar la resistencia al estrés ha sido la
melatonina, ya que puede desempefiar el papel de una molécula sefial en condicones de

estrés de la planta (Arnao y Herndndez-Ruiz, 2014).

Se ha encontrado que el estrés salino ha afectado a la germinacion de todas las entradas
de Capsicum ensayadas, a pesar que la entrada Serrano Kike (S.K) en los primeros dias
de evaluacién presentd una dptima germinacion y en la ltima fase se produjo la pudricion
de semillas, esto pudo ocurrir por efecto saturacion debido del alto potencial de
germinacion. Este genotipo presentd periodos mas cortos para alcanzar el 50% de la

germinacion final (Penella-Casafi, 2015).

Los genotipos Numex Conquistador, Serrano Kike y Ecu—994, presentaron un efecto
positivo a la aplicacion de 10 uM de melatonina exdgena en la germinacion. Mientras
que las dosis altas (100 uM) redujeron la germinacion, esto podria estar ocasionado, como
sefiala Posmyk et al. (2008), por el efecto tdxico sobre la semillas, de concentraciones
altas de melatonina. Estudios similares obtuvieron la misma respuesta y su efecto toxico
en concentraciones altas de melatonina en meldn, arroz y maiz (Liang et al., 2015;

Castafares y Bouzo, 2019; Ahmad et al., 2021). Este efecto podria haber sucedido de
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forma similar a lo que con las hormonas vegetales, donde la respuesta a niveles altos

podria ocasionar inhibicion (Arnao y Hernandez-Ruiz, 2014).

La salinidad afect6 negativamente al crecimiento de todas las entras de Capsicum con
incidiendo con los resultados de Kaya y Doganlar (2019). La melatonina juega un papel
importante en el crecimiento y desarrollo de las plantas, mitigando los efectos de factores
ambientales (Zhang et al., 2015). En condiciones adversas, los niveles de melatonina
tienen una mejor respuesta a la tolerancia al estrés de las plantas. Los resultados obtenidos
en el presente trabajo, la melatonina no influyé en el efecto sobre el crecimiento,
independientemente de las concentraciones de melatonina exdgena, en las entradas de
Capsicum evaluadas. A pesar que estudios (Kaya y Doganlar, 2016) en Capsicum
encontraron que la melotonia endégena aumento en plantas expuestas a estrés, llegando
a discutir que ésto favorezca a un posible crecimiento activo en bajas concentracion de
melatonina y un efecto inhibidor a altas concentraciones, ya que actta de manera similar

a la auxina en las plantulas (Arnao y Hernandez-Ruiz, 2014).

La altura de las plantulas sometidas a estrés salino, se ha visto afectada en todos los
genotipos evaluados, excepto para el genotipo Numex Conquistador que presenté una
mayor tolerancia durante el todo el periodo de evaluacion. A su vez cabe resaltar Serrano
Kike presentd un 6ptimo desarrollo generando tolerancia, en la primera semana de
evaluacion, y posteriormente presentd gener6 la mortalidad de las plantulas. Se podria
considerar este genotipo modernamente resistente para este caracter. A diferencia de las
entradas Ecu-994, California Wonder y Pasilla que experimentaron una mayor
susceptibilidad, afectando a su crecimiento. Los resultados obtenidos coinciden con los
resultados obtenido por Penella-Casafi (2015) en la evaluacion de algunas de estas

entradas en condiciones de estrés salino e hidrico.

Los efectos del estrés por salinidad han reducido la concentracién de clorofilas en las
hojas, a pesar que la melatonina juega un papel importante en los procesos de regulacién
de la senescencia de las hojas y por tanto en el mantenimiento de la clorofila. Resultados
similares se han obtenido por otros autores trabajando con Capsicum (Kaouther et al.,
2012). En diferentes estudios, donde las plantas no fueron sometidas a condiciones de
estrés, la melatonina a diferentes concentraciones ralentizo la senescencia inducida,
minimizando la pérdida total de clorofila en plantas (Arnao y Hernandez-Ruiz, 2014; Han
etal., 2017; Ye et al., 2020). Este efecto se ha asociado con la correlacion postiva de los
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antioxantes y RCW y su accién sobre los genes de la enzima de la clorofila, como CLH

(clorofilasa) (Arnao y Hernadndez-Ruiz, 2009).

Los genotipos Californina Wonder y Piquillo han presentado una mayor concentracion
de clorofolila, capacidad antioxidante total y flovonoides en condiciones de estrés por sal.
Ademas, a concentraciones de 50 uM de melatonina se podria alcanzar un efecto positivo,
mitigando las consecuencias de acumulacion de ROS en las plantas (Bojorquez et al.,
2014), favoreciendo la tolerancia a la salinidad. Estos resultados estdn directamente
relacionados con la tolerancia a la sal de estos genotipos en los primeros estadios
vegetativos. A pesar de que en investigaciones realizadas por Penella-Casafi (2015) se
describe que algunas de estas entradas son suceptibles a la salinidad, al ser afectada la
fotosintesis, el contenido total de clorofila y el crecimiento.

En el presente estudio, el contenido relativo de agua (RWC) ha sido més bajo que el
gue muestran las hojas de pimiento que no han sido sometidas a condiciones de estrés por
salinidad (Kaya y Doganlar, 2019). Hay estudios en la literatura que muestran la
disminucion de RWC en las plantas expuestas a estrés por sequia, salinidad, frio y
herbicidas. Una disminucion de RWC es reportado por Korkmaz et al. (2021) en hojas de
pimiento (Capsicum annuum L.) expuestas al frio y salinidad (Kaya y Doganlar, 2019) y
en las hojas de girasol expuestas a los herbicidas (Kaya y Yigit, 2014). En la presente
investigacion las concentraciones de 50 y 100 uM de melatonina exdgena ha presentado
efectos para aumentar significativamente el RWC en los genotipos de Capsicum
evaluados, aunque la misma respuesta se ha obtenido frente al testigo, esto podria estar
relacionado con el comportamiento a la tolerancia al estrés salino de los diferentes
genotipos evaluados (Penella-Casan, 2015). Cabe mencionar que no se pudo obtener una
interaccidn entre las variedades evaluadas y los diferentes niveles de melatonina. Este
aumento podria estar relacionado con el incremento a la resistencia al estrés por la

melatonina (Arnao y Hernandez-Ruiz, 2014; Kaya y Doganlar, 2016).

Ademas, valores altos de RCW, les permitieron a las plantulas en condiciones de estrés
aumentar sus niveles de prolina, clorofila y fuga de electrolitos, que son parte del
mecanismo de defensa de la planta. En plantulas de trigo expuestas a la sequia en las que
se aplico melatonina exdgena se generd una respuesta al estrés al regular el equilibrio

hidrico y mantener la turgencia de la célula vegetal (Cui et al., 2017).

La prolina es un osmoregulador, protector de proteinas, membranas y protector

estructural subcelular mediante la eliminacion de ROS, importante en la adaptacion de

47



Efecto de la melatonina exdgena sobre la germinacion y crecimiento en plantulas de
pimiento (Capsicum annuum) bajo estrés salino

las plantas a varios factores de estrés ambiental, como sequia y salinidad (Delauney y
Verma, 1993; Rejeb et al., 2014). En muchas plantas durante condiciones de estrés hay
una sobre-expresion de las enzimas clave en la biosintesis de osmolitos como la prolina.
La acumulacion de prolina, ademas de inducir ajuste osmotico, protege las membranas y
las proteinas de la deshidratacion y actia como desintoxicador de radicales libres (Tamura
et al., 2003).

Se ha encontrado que con las concentraciones de 10 uM de melatonina exogena, se
acumulan mayores contenidos de prolina en las plantulas de Capsicum. Mientras que en
las plantulas que no se aplicé melatonina se observd la misma respuesta, esto puede
deberse a la variabilidad genotipica de las entradas, a la tolerancia y susceptibilidad al
estrés salino, segln se extrae de los estudios de Penella-Casafi (2015) en las que se

evaluaron algunas de estas entradas en condiciones de estrés salino e hidirco.

Ademas, el contenido de prolina esta correlacionado positivamente con la fuga de
electrones, RWC y fue disminuyendo negativamente en su altura en las plantulas a partir
de la tercera semana de observacion y hasta la semana nimero seis. De manera similar a
estos resultados, Anjum y Froog (2012) y Kaya et al. (2019) determinaron que la
acumulacion de prolina aumenta, dependiendo de la severidad del estrés en plantas de
pimiento. Ademas, Jahan et al. (2020) en su estudio sobre tomate, en el que aplicé
melatonina exdgena para aliviar el estrés oxidavito, las plantulas inhibieron
significamente su altura y longitud de raiz en altas cocentraciones de melatonina. Asi, el
efecto de la melatonina puede verse afectado negativamente en las plantulas por la
frecuencia de riego con melatonina. Esta infromacion se deberia considerar para futuras

investigaciones, evaluando con los mismo niveles de melatonina.

La literatura cientifica aporta informacion sobre el efecto de la actividad de las enzimas
antioxiodantes presentes en las plantas, para soportar los dafios oxidativos inducidos por
la salinidad. Se ha demostrado que las plantas pretratadas con melatonina tienen una
mayor actividad enzimatica antioxidante, que las plantulas no tratadas (Li et al., 2019).
La aplicacion de melatonina exdgena empleada en el presente trabajo, puede estimular la
compleja maquinaria antioxidante que la protege a la planta de dafios oxidativos. Sin
embargo, el efecto de la melatonina exdgena empleada a las plantulas de Capsicum no ha
presentado las diferencias esperadas, en funcion de las diferentes concentraciones de
melatonina. Asi, los flavonoides han estado presentes en las mismas concentraciones,

independientemente de los niveles de melatonina aplicada, siendo los valores muy
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similares a los del testigo, participando en la reduccion del estrés oxidativo-ROS en la

planta (Hernandez et al., 2009) en la misma medida.

Los antocianos tienen muchas funciones bioldgicas en las plantas superiores,
proporcionan una variedad de colores a la planta, atrayente de insectos y también es una
molécula importante en la defensa contra la radiacion ultravioleta, la interaccion planta-
patdgeno y eliminacion de ROS, a pesar de que esta Ultima, presenta varios interrogantes
dentro del mecanismo de defensa de la planta (Mouradov y Spangenberg, 2014). En este
estudio, entradas como Serrano Kike, Ecu-994 y Numex Conquistador han presentado
altas concentraciones de antocianos, especialmente cuando se aplican dosis de 10 y 50
KM de melatonina. El efecto de que los antocianos confieren tolerancia al estrés por bajas
temperaturas, sequia o alta sanidad en plantas no esta de todo claro (Li et at., 2016).
Ademas el papel la melatonina en la mejora de los parametros fosintéticos sigue siendo
poco claro, los datos disponibles sugieren que la melatonina es vital no solo para ayudar
a aliviar los efectos danifios de los ROS producidos en los tejidos que realizan la
fotosintesis activa, sino que también participa en la percepcion de la luz (Erland et al.,
2017; Ye et al., 2020; Korkmaz et al., 2021).

Otro condicionante importante en la tolerancia a la concentracion salina es el contenido
de Na, Ky Ca, por la limitacion al desarrollo de las plantas en gran medida. Se trata de
una de las condiciones de estrés que las plantas enfrentan con mayor frecuencia. Al estar
una planta expuesta a la sal recibe el Na* circundante y lo transporta a otras células, tejidos
u organos. Y esto en grandes concentraciones provoca una degradacion del equilibrio
osmotico y como resultado la division celular se inhibe y se ralentiza el crecimiento de
las plantas (Maathuis et al., 2014). En esta investigacion el contenido de Na* en hojas en
los genotipos evaluados, ha estado directamente correlacionado con el contenido K*,
Ca?*, Mg?*, Mn, P y Zn en hojas. Y también los contenidos de Na* en los tallos y raices
se correlaciona con el K*, Na* y P, este hallazgo es comparable con los resultados de
Gharsallah et al. (2016) en entradas de tomate tolerantes sometidas a estrés salino, donde
se observé un incremento de las concentraciones de Na*, Fe y Mn en raices, manteniendo
la homeostasis del K™ durante todas las etapas de estrés salino. Asi, en las plantas
susceptibles se puede encontrar mayor concentracion de Na* en hojas, debido al posible

mecanismo de exlcusion del Na*.

Es por esto que el K* se considera un elemento clave en la regulacion en los procesos

metabdlicos de la planta, mediante la exclusion del Na* y ajuste osmético, regulando a su
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vez la homeostasis del Na*/K™ foliar en entradas tolerantes (Gharsallah et al., 2016). Para
mitigar ese efecto, en trabajos de Castafiares y Bouzo (2019) se demostrd que la
aplicacion de melatonina en dosis de 50 uM, se mantiene la relacion de sodio y potasio

en valores bajos, similares a los de las plantas no estresadas.

El Ca?" es necesario para mantener una concentracion apropiada de K* en los tejidos.
Ademas, en concentraciones elevadas tiene un efecto beneficioso, al contribuir al
mantenimiento de K*, mejorando la absorcion de la sal en plantas tolerantes (Gharsallah
et al., 2016). Ademas el calcio, esta en las sefiales que regulan la actividad estomatica,
donde el Ca?* ha sido identificado como un componente principal que genera gran
cantidad de interconexiones, asi, aumento del calcio en el citosol, actiia como estimulo
en las células guarda, en mecanismos de defensa, pero también induce la apertura, cierre
e inhibicion de estomas, y a su vez impide la acumulacion del acido abscisico que se
activa en condiciones de estrés y que provoca una cascada de sefiales en la planta

afectando a la fotosintesis (Reyes et al., 2013).

En el presente estudio se han encontrado fuertes relaciones positivas entre las
concentraciones en Cu, Fe, Mg, Mn, Na, P y Zn de las hojas y Ca, Cu, Fe, Mn y P en
tallos y raices. Ademas, se ha encontrado que estas plantas estresadas por la alta
concentracion salina, han mostrado correlaciones positivas entre el Cu de hojas y la
capacidad antioxidante (ATO), esto puede ser debido a que el Cu puede contribuir al
estrés oxidativo, al aumentar el nivel de H2O2, al formar parte de la canalizacion de la
sobreproduccidn de ROS por las reacciones de Haber-Weiss y Fenton (Mosa et al., 2018).
Esta molécula se activa en respuesta a la produccién de compuestos antioxidantes
enzimaticos y no enzimaticos. Por tal motivo la actividad antioxidante de la planta crece
a medida que el Cu se incrementa en el tejido vegetal de las hojas, para evitar la reduccién
de ROS. Este mecanismo ocasiona un antagonismo entre Cu y P, en brotes y en raices
(Adrees et al., 2015). Por otro lado, el Zn a pesar de ser un cation divalente, no se vio
afectado por el incremento del Cu en la planta. Efecto similar se encuentra en algunas
investigaciones relacionas, sobre el contenido del Mn que no se ve afectado, al actuar en
algunos mecanismos antioxidantes a través de la membrana plasmatica (Pérez-Labrada et
al., 2019; Dumont et al., 2021).
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V. CONCLUSIONES

Los hallazgos del presente estudio han demostrado que la melatonina exdgena induce
cambios bioquimicos en las plantas de Capsicum, reduciendo los efectos adversos al
estrés salino. La concentracion éptima propuesta en esta investigacion es de 50 uM de
melatonina al contribuir a la mitigacion de los efectos de la acumulacion de ROS,
mejorando la concentracion de antioxidantes en la planta que favorece a mitigar los
efectos adversos al estrés salino. Las entradas Piquillo, Pasilla y Numex Conquistador
presentaron la mejor respuesta a la tolerancia a la salinidad en estado de plantula. La
melatonina no puede mitigar los efectos adversos en la germinacion en condiciones de

salinidad, pero si mejora su potencial germinativo en las semillas de pimiento.

La acumulacion de la prolina se ha evidenciado ante el estrés causado por la
concentracion salina, por lo que se sugiere que esta acumulacion se podria emplear como

criterio en la seleccidn de cultivares de Capsicum resistentes al estrés salino.

Dado que el pimiento se cultiva en el mundo generalmente de manera intensiva y bajo
riego, lo que promueve la acumulacion de sal en el suelo, la presente investigacion podria
ayudar a los productores a superar las dificultades durante las etapas iniciales del
crecimiento del pimiento y contribuir en la seleccionar el mejor ideotipo en condiciones

salinas o en la utilizacion como patron tolerante a la salinidad.
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