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Resumen de la tesis que presenta Edna Elizeth Arvizu Diaz como requisito parcial para la obtencidn del
grado de Maestra en Ciencias en Ciencias de la Vida con orientacién en Biologia Ambiental.

Metaboldmica de la defensa contra herbivoros en chiles mexicanos Capsicum annuum

Resumen aprobado por:

Dra. Maria Clara Arteaga Uribe Dr. Rafael Bello Bedoy
Codirectora de tesis Codirector de tesis

La domesticacidn es un proceso que modifica las caracteristicas morfoldgicas y fisioldgicas de una planta
o animal de interés humano derivado de la seleccidn artificial. Este estudio determiné el efecto de la
domesticacion sobre la quimica foliar de cuatro cultivares de chiles mexicanos (serrano, pimiento morron,
gleroy Yahualica) en relacidn con su ancestro silvestre (chiltepin). Utilizando una técnica de metaboldmica
no dirigida para evaluar la composicién quimica constitutiva e inducida. Se encontré un total de 5508
sefiales que corresponden a iones precursores (MS1) en muestras de tejido foliar después del
pretratamiento de los datos con MZmine2. Se realizé un analisis de Wilcoxon para encontrar las diferencias
qguimicas, encontrando 241 y 185 sefiales significativas con y sin dafio, respectivamente, entre los
cultivares y el chiltepin. De manera similar, se encontraron diferencias significativas en las sefiales
reguladas al alza y a la baja entre el metaboloma constitutivo e inducido del chiltepin y los cultivares. El
anadlisis de componentes principales mostrd la variacién en el conjunto de datos de manera general.
Posteriormente, se realizé un andlisis de agrupamiento jerdrquico y un mapa de calor, donde se
corroboraron los resultados observados en el andlisis de componentes principales. Se encontraron tres
grupos distintivos en el metaboloma constitutivo: grupo A (chiltepin), subgrupo Al (Yahualica y serrano),
y grupo B (gliero y pimiento morrén). En el metaboloma inducido se encontraron tres grupos: grupo C
(chiltepin y Yahualica), grupo D (serrano, pimiento morrén y giiero) y subgrupo D1 (gliero y pimiento
morrdn). Se realizaron diagramas de Venn para comparar las sefiales Unicas y compartidas. El chiltepin
presentd mas sefales Unicas en relacion a los cultivares. Ademas, el cultivar Yahualica compartié el mayor
numero de sefiales con el chiltepin, con y sin dafio. Se encontraron 42 coincidencias en las bibliotecas del
GNPS; de estos metabolitos identificados, el mayor numero fueron flavonoides. En general, los resultados
sugieren una diferencia en la composicidon quimica constitutiva e inducida entre los cultivares y el chiltepin.

Palabras clave: Domesticacion, ancestro silvestre, Spodoptera frugiperda, metabolitos secundarios,
resistencia.
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Summary of the thesis presented by Edna Elizeth Arvizu Diaz as a partial requirement to obtain the Master
of Science degree in Master in Life Sciences with orientation in Environmental Biology.

Metabolomics of defense against herbivores in Mexican chili peppers Capsicum annuum

Summary approved by:

Dra. Maria Clara Arteaga Uribe Dr. Rafael Bello Bedoy
Codirectora de tesis Codirector de tesis

Domestication is a process that modifies the morphological and physiological characteristics of a plant or
animal of human interest derived from artificial selection. This study determined the effect of
domestication on the foliar chemical of four cultivars of Mexican chili peppers (serrano, bell pepper, glero,
and Yahualica) concerning their wild ancestor (chiltepin). Using an untargeted metabolomics technique to
evaluate the constitutive and induced chemical composition. A total of 5508 signals corresponding to
precursor ions (MS1) were found in leaf tissue samples after pretreatment of the data with MZmine 2. A
Wilcoxon analysis was carried out to find the chemical differences, finding 241 and 185 significant signals
with and without damage, respectively, between the cultivars and the chiltepin. Similarly, significant
differences in the up and down-regulated signals were found between the constitutive and induced
metabolomes of the chiltepin and cultivars. The principal component analysis showed the variation in the
data set in a general way. Subsequently, a hierarchical grouping analysis and a heat map were carried out,
where the results observed in the principal components analysis were corroborated. Three distinctive
groups were found in the constitutive metabolome: group A (chiltepin), subgroup Al (Yahualica and
serrano), and group B (gliero and bell pepper). In the induced metabolome, three groups were found:
group C (chiltepin and Yahualica), group D (serrano, bell pepper and gliero) and subgroup D1 (gliero and
bell pepper). Venn diagrams show the unique and shared signals in the chiltepin and cultivars. The chiltepin
presented more unique signals concerning the cultivars. Furthermore, the cultivar Yahualica shared the
highest number of signals with the chiltepin, with and without damage. A total of 42 coincidences were
found in the GNPS libraries; of these identified metabolites, the highest number were flavonoids. In
general, the results suggest a difference in the constitutive and induced chemical composition between
the cultivars and the chiltepin.

Keywords: Domestication, wild ancestor, Spodoptera frugiperda, secondary metabolites, resistance.
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Capitulo 1. Introduccion

La domesticacidn es un proceso que modifica las caracteristicas morfoldgicas y fisioldgicas de una planta
o animal de interés humano derivado de la seleccién artificial (Chen et al., 2015). Las plantas domesticadas
tienen su origen a partir de un ancestro silvestre, el cual tiene una mayor diversidad genética (Milla et al.,
2015). Generalmente las plantas domesticadas presentan diferencias genéticas que se expresan en
caracteres morfoldgicos y bioquimicos, que las distinguen de sus ancestros silvestres (Pickersgill, 2007). El
conjunto de rasgos que distingue a un cultivo respecto a su ancestro silvestre se conoce como "sindrome
de domesticacion" y este sindrome ha evolucionado de forma independiente en una amplia diversidad de
taxa (Meyer et al., 2012). Estos rasgos incluyen el aumento de tamafio del drgano cosechado, pérdida de
dispersion y latencia de las semillas, maduracion temprana, asi como la disminucidn o pérdida de defensas
guimicas o mecanicas (Evans, 1993; Pickersgill, 2007). Ademas, se ha determinado que estos rasgos son
mas comunes en plantas anuales domesticadas que en plantas perennes (Meyer et al., 2012; Chen et al.,

2015).

Las plantas silvestres y cultivadas pueden diferir en su composicién y concentracion de metabolitos
secundarios (Kempel et al., 2011; Moreira et al., 2014). Una explicacion es que las diferencias surgen de la
seleccidn para disminuir compuestos quimicos con sabor desagradable para aumentar la palatabilidad y el
contenido nutricional, modificando la composicion quimica de las plantas cultivadas (Benrey et al., 1998;
Dicenta et al., 2002; Olsen y Wendel, 2013). La evidencia que apoya este proceso de diferenciacion
quimica, se ha encontrado en estudios comparativos entre plantas domesticadas y su ancestro silvestre
(Johns, 1989; Pickersgill, 2007). Entre las plantas que se han comparado se encuentra el maiz (Zea mays,
Rosenthal y Dirzo, 1997), frijol (Phaseolus vulgaris, Lindig-Cisneros et al., 2002), pepino (Cucumis sativus,
Denison et al., 2003), yuca (Manihot esculenta, Mondolot et al., 2008) y la col (Brassica oleracea, Gols et

al., 2008).

Otra explicacion estd enfocada en los costos energéticos, debido a que la produccion de metabolitos
secundarios puede tener un costo energético significativo (Agrawal, 2011). Esta idea sugiere que las
plantas domesticadas presentan niveles mds bajos de sustancias quimicas defensivas que sus ancestros
silvestres para minimizar la disyuntiva entre la asignaciéon de recursos a defensa o reproduccién (Rosenthal
y Dirzo, 1997; Strauss y Agrawal, 1999). Por ejemplo, ya que las plantas tienen recursos limitados, la
reasignacion de recursos para producir drganos mas grandes como hojas, flores o frutos, puede
comprometer la inversidon en metabolitos secundarios implicados en otras funciones, como la resistencia

contra insectos u otro tipo de estrés. Si bien los metabolitos secundarios son relevantes en general, la
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presencia y diversidad de metabolitos secundarios dependerd de las condiciones ambientales y de las
interacciones bidticas. En consecuencia, como las plantas silvestres y cultivadas son expuestas a diferentes
ambientes que favorecen la presencia o concentracion de ciertos metabolitos implicados en funciones

fisioldgicas y ecoldgicas (Blanckaert et al., 2012), se espera que estas difieran en su constitucion quimica.

Respuestas defensivas de las plantas contra herbivoros

Las plantas silvestres estan constantemente expuestas a herbivoros, lo que favorece el mantenimiento de
sus defensas para sobrevivir, crecer y reproducirse. Una estrategia defensiva de las plantas es la
resistencia, que es definida como la habilidad de evitar o disminuir la pérdida de tejido foliar mediante
defensas quimicas o fisicas que afecten la adecuacién de un herbivoro o patégeno (Nufez-Farfan et al.,
2007). Las plantas tienen mecanismos de defensa que siempre estan presentes, estos se conocen como
constitutivos (Schultz et al., 2000; Gatehouse, 2002). Sin embargo, algunos mecanismos de defensa se
presentan sélo después del ataque de un herbivoro o patégeno, este tipo de defensa se conoce como

inducida (Agrawal, 1998; Barton, 2016).

Metabolitos primarios y secundarios en plantas

Entre los componentes de la resistencia contra los herbivoros se encuentran los metabolitos. Los
metabolitos son sustancias quimicas derivados del metabolismo de la planta, pueden ser precursores o
intermediarios de otros metabolitos (Fang et al., 2019). Dependiendo de sus funciones fisioldgicas se
clasifican en dos grupos. En primer lugar, los metabolitos primarios son los compuestos quimicos que estan
involucrados en las funciones fisioldgicas basicas del metabolismo de las plantas, para la supervivencia,
desarrollo y reproduccién de una planta, por lo cual se encuentran presentes en todas las células de la
planta (Fang et al., 2019). Algunos ejemplos son la clorofila, los aminoacidos, fosfolipidos), etanol, acido
lactico, acido succinico, acido malico, acido oxalico y el acido shikimico (Chen et al., 2013a; Jang et al.,

2015; Fang et al., 2019).

En segundo lugar, los metabolitos secundarios, un numeroso grupo de metabolitos que no son esenciales
en el metabolismo primario de las plantas, pero su presencia en las plantas vasculares se ha relacionado
con la capacidad de responder a factores ambientales que imponen estrés, como la escasez de agua o los
herbivoros (Wink, 2003). A nivel ecoldgico, su presencia contribuye a garantizar la sobrevivencia de las
plantas como individuos y especie, ademas representan la base de un lenguaje quimico en el cual se

sustenta una parte importante del equilibrio de los ecosistemas (Fraenkel, 1959). Entre los metabolitos
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secundarios mas importantes relacionados con la defensa de las plantas, destacan los flavonoides, fenoles,
terpenos y alcaloides (Cowan, 1999). En general se ha encontrado que los metabolitos tienen efecto
repelente o su consumo resulta adverso para sus consumidores, ya que reducen el crecimiento, la tasa de
alimentacidn, la asimilacion de nutrientes, o sus efectos pueden ser letales (Berenbaum, 1985; Nava-Pérez

et al., 2012).

Entre los metabolitos, los terpenos son los mds abundantes en el reino vegetal (Dudareva et al., 2006).
Algunos tienen actividad repelente y tdxica contra insectos como el citronelal y las piretrinas,
respectivamente (Jiménez et al., 2003). Los fenoles son otro grupo de compuestos abundantes en plantas
(Cartaya y Reynaldo, 2001), entre ellos destacan los flavonoides por su actividad toxica contra insectos,
como las metoxiflavonas (Morimoto et al., 2000, 2003). Por otra parte, algunos alcaloides presentan
actividad neurotdxica en insectos y vertebrados, un ejemplo es la nicotina (Jiménez et al., 2003). Ademas,
los alcaloides también pueden inhibir el desarrollo de algunos insectos herbivoros evitando que alcancen
su etapa adulta y que se reproduzcan (Chang et al., 2000). Si bien se han identificado grandes cantidades
de metabolitos secundarios en las plantas, existen plantas para las que se desconoce sus componentes

quimicos y su papel ecoldgico en las interacciones de la planta con el ambiente.

Metaboldmica no dirigida

La metaboldmica es una herramienta que ayuda a conocer la composicién quimica de diferentes drganos
de las plantas (Bino et al., 2004; Van Der Greef et al., 2004). La técnica de metaboldmica no dirigida permite
detectar diferencias en la composicion quimica de las plantas (metabolitos) en respuesta a cambios
ambientales o herbivoros (De Vos et al.,, 2007; Jang et al., 2015). En este estudio se realizd una
comparacion del efecto de la domesticacion en el perfil metabolémico foliar de los cultivares de chiles
serrano, morrén, giero, Yahualica respecto a su ancestro silvestre Capsicum annuum var. glabriusculum
(chiltepin), con el objetivo de determinar como la domesticacién ha afectado a la defensa constitutiva e
inducida. Especificamente se respondieron las siguientes preguntas: I) (Cudl es el efecto de la
domesticacion en la composicién metabdlica foliar en cultivares de chiles mexicanos Capsicum annuum
var. annuum en contraste con su ancestro silvestre? Il) éExiste diferencia en los metabolitos secundarios

con papel potencial en la resistencia contra herbivoros?



1.1 Antecedentes

Capsicum annuum

Capsicum annuum var. glabriusculum es el ancestro silvestre de los chiles cultivados mexicanos (Qin et al.,
2014; Carvalho et al., 2014). Esta planta es una hierba que se distribuye en México desde Sonora hasta
Chiapas y los alrededores de la Peninsula de Yucatdn; en el norte de México, se puede encontrar en los
estados de Sinaloa, Sonora, Baja California, Nuevo leén y Coahuila (Bello y Gonzalez, 2011; Lépez-Espafia
et al., 2016; Votava et al., 2002). Las variedades domesticadas de chile tienen una gran diversidad

morfoldgica en comparacién a sus ancestros silvestres (Perry et al., 2007).

Las plantas domesticadas del género Capsicum se cultivan en todo el mundo y su fruto tiene una gran
importancia econdmica, en especial los chiles picantes y dulces de la especie Capsicum annuum L.
(Steenbergen et al., 2018). Los chiles son clasificados dependiendo de su nivel de domesticaciéon en 30
taxones que corresponden a plantas silvestres o semi-domesticadas y 5 taxa domesticados (Carvalho et
al., 2014). La especie Capsicum annuum fue domesticada aproximadamente hace 7000 afios, y se sabe que
las variedades silvestres y cultivadas presentan diferencias morfolégicas marcadas en sus hojas, flores y
frutos (Eshbaugh, 1975). En plantas cultivadas, el fruto es mas alargado y tiene coloraciones de diferentes
gradientes entre rojo y naranja, amarillo o café, mientras que los frutos de plantas silvestres suelen ser
redondos y de color rojo a la madurez, también se puede observar un cambio en el picor entre las distintas
variedades y su ancestro silvestre (Perry et al., 2007; Araceli et al., 2009). Ademas, los frutos presentan
una pérdida de la dehiscencia (permanecen unidos a la planta) (Eshbaugh, 1975). La morfologia floral
favorece la autopolinizacion y sus semillas presentan un aumento en la tasa de germinacién (Paran y Van
Der Knaap, 2007). Este conjunto de rasgos que diferencia a las plantas domesticadas de chile de su

IM

ancestro silvestre son caracteristicas tipicas del “sindrome de domesticacién” (Pickersgill, 2007). La
variacién entre las plantas domesticadas de chile y su ancestro silvestre es el resultado de diferentes
procesos de seleccion ambiental y artificial, ademas algunas variedades domesticadas presentan mas de

un centro de diversificacion (Gonzalez-Pérez et al., 2014).

Metaboldmica en Capsicum

Se ha documentado que las plantas de Capsicum annuum son atacadas por varios herbivoros, entre ellos

se ha reportado que se encuentran las larvas de Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797) (Lepidoptera:
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Noctuidae), a pesar de no es frecuente, puede llegar a afectar el rendimiento en parcelas de chiles

cultivados.

En Capscium annuum se han realizado varios estudios para determinar el perfil metaboldmico. Sin
embargo, la mayoria estan enfocados en los metabolitos del fruto, por la relevancia de la capsaicina y sus
precursores que solo se sintetizan en el fruto (Tabla 1: Ver Chile serrano: Becerra-Martinez et al., 2017,
Villa-Ruano et al., 2019). Hasta ahora sélo dos eran estudios metabolémicos en tejido foliar relacionados

con la defensa de plantas de chile C. annuum (Maharijaya et al., 2019; Macel et al., 2019) (Tabla 1).

Tabla 1. Revisidn de literatura, con el fin de sintetizar la informacion disponible sobre la metaboldmica de esta
especie (Figura 16 Anexo).

, . Estructura de la cual .
Factor estresante/herbivoro/comparacién , Referencia
se tomd la muestra
Comparacién entre tabaco silvestre y transgénico con un . Becerra-Martinez et al.
. Semilla
gen de Capsicum (2020)
Perfil metaboldmico de Capsicum annuum cv. Mirasol Velasquez-Valle et al.
. . . Fruto
infectado por Candidatus Phytoplasma trifolii (2020)
Efecto del bioestimulante comercial Actium® en hojas y Hoia v fruto Barrajén-Catalan et al.
frutos de Capsicum annuum 13y (2020)
Estrés por calor Hoja Wang et al. (2019)
Detectar metabolitos relacionados con la resistencia a .
. . . Hoja Macel et al. (2019)
Frankliniella occidentalis
Caracterizacion fitoquimica de un hibrido entre C.
annuum x C. chinense y su resistencia a Frankliniella Hoja Maharijaya et al. (2019)
occidentalis
Perfil metabolémico del fruto de diez razas de Capsicum Villa-Ruano et al.
Fruto
annuum cv. Serrano (2019)
Perfil metaboldmico de chiles sanos (cv. mirasol) y chiles .
. o . ” Villa-Ruano et al.
infectados con el virus “beet mild curly top” para Fruto (2018)
encontrar marcadores quimicos asociados a la infeccion
Perfil metabolémico de la variedad serrano, ,
. . . Becerra-Martinez et al.
perteneciente a dos localidades diferentes (Oaxaca y Fruto
(2017)
Veracruz)
Caracterizacion de calidad del gochujang (pasta de chile
fermentado) mediante el perfil metabolémico de Fruto Lee et al. (2016)
Capsicum annuum
Caracterizacion metaboldmica del pimiento picante
Capsicum annuum cM334 durante diferentes etapas de Fruto Jang et al. (2015)
desarrollo del fruto
Diversidad metabdlica en frutos maduros de 32 lineas
genéticas de Capsicum sp, midiendo la composicién de Fruto Wahyuni et al. (2013b)
metabolitos semipolares y volatiles.

De los estudios enfocados en evaluar el metaboloma asociado a la resistencia contra los herbivoros,
Maharijaya et al. (2019) caracterizaron los metabolitos de hojas de un hibrido derivado de cruzas de C.

annuum x C. chinense para conocer qué metabolitos podrian estar involucrados en la resistencia contra
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los trips. Para ello cruzaron una accesién de C. annuum resistente a los trips como parental materno con
una accesién susceptible de C. chinenese como parental paterno. El estudio encontrd una asociacién entre
la resistencia a los insectos herbivoros cominmente llamados trips (Frankliniella occidentalis) y 23
metabolitos secundarios, como luteolin-metilO-di-hexosa, luteolina-hexadxido, luteolina-di-hexdsido, y
otros compuestos que no se pudieron identificar. Los autores no lograron determinar con exactitud qué
metabolitos estan implicados en la resistencia contra los trips (Maharijaya et al., 2019). Ademas, este

estudio combina dos especies y no esta enfocado a entender los cambios en relacién a los ancestros.

En el otro estudio, Macel et al. (2019) utilizaron la metaboldmica no dirigida para encontrar los metabolitos
secundarios de las hojas involucrados en la resistencia a los trips (F. occidentalis). En este estudio se
encontré una correlacién negativa entre la abundancia de mondmeros capsinoides y dimeros capsinoides
con la preferencia de los trips, asi como varios glucdsidos diterpénicos aciclicos, mientras que compuestos
como el 4cido clorogénico y los glucdsidos de flavona se relacionaron con la susceptibilidad. Los autores
encontraron una diferencia significativa en la preferencia de alimentacién de los trips entre las diferentes

lineas genéticas de Capsicum utilizadas (Macel et al., 2019).

De los dos estudios metabdlomicos enfocados en los compuestos quimicos de las hojas relacionados a la
resistencia a herbivoros en Capsicum annuum. (Macel et al., 2019; Maharijaya et al., 2019), ninguno evalué
los perfiles metabolémicos foliares del ancestro silvestre. Por lo tanto, se desconoce si la domesticaciéon
ha modificado el metaboloma foliar asociado a la resistencia contra insectos. Ademas, no se ha
considerado si la domesticacion ha afectado la induccién de metabolitos cuando las plantas son dafiadas
por herbivoros, por lo que el estudio comparativo de la composicién quimica entre los cultivares de
Capsicum annuum var. annuum (serrano, giiero, morrdén y Yahualica) y su ancestro silvestre cominmente
conocido como chiltepin (Capsicum annuum var. glabriusculum), con y sin induccién de la defensa quimica
puede ayudar a determinar cémo la domesticacion ha afectado los rasgos bioquimicos relacionados con

la defensa contra insectos herbivoros.

1.2 Justificacion

La mayor parte de los estudios para establecer los efectos de la domesticacién en las plantas se basan en
caracteres morfoldgicos (Bellota et al., 2013; Gong y Zhang, 2014; Zeder, 2017). Otros estan enfocados en

indicadores fitoquimicos y su relacién con las interacciones ecolégicas (Hernandez-Cumplido et al., 2017;
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Moreira et al., 2018; Batyrshina et al., 2020). Mientras que los estudios recientes se enfocan en determinar
el perfil metabolémico del fruto de plantas de chile (Villa-Ruano et al., 2019; Velasquez-Valle et al., 2020).
Aunado a lo anterior, existe escasa informacién sobre el perfil metabolémico de las hojas de chile (Wang
etal., 2019; Barrajén-Catalan et al., 2020), y son pocos los estudios enfocados en los compuestos quimicos
de las hojas relacionados a la resistencia a herbivoros (Macel et al., 2019; Maharijaya et al., 2019). Por lo
que el estudio comparativo de la composicidon quimica entre los cultivares de Capsicum annuum (serrano,
gliero, morrén y Yahualica) y el chiltepin (ancestro silvestre) Capsicum annuum var. glabriusculum puede
ayudar a determinar cémo la domesticacidon ha afectado los rasgos bioquimicos relacionados con la

defensa contra insectos herbivoros y sus implicaciones evolutivas.

1.3 Hipotesis

Los cultivares de chile Capsicum annuum (serrano, morrdn, glero y Yahualica) han sido sometidos a
seleccion artificial enfocada en el tamafio y sabor del fruto. Sin embargo, esta seleccidén puede afectar de
formaindirecta los caracteres quimicos que pueden estar relacionados con la resistencia contra herbivoros
o patdgenos de las hojas. Por lo anterior, se encontrara una diferencia en la composicién quimica foliar

entre los cultivares y el chiltepin (Capsicum annuum var. glabriusculum).

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Determinar el efecto de la domesticacion en la composicidn quimica foliar entre los cultivares de chiles

mexicanos Capsicum annuum var. annuum y el chiltepin Capsicum annuum var. glabriusculum.

1.4.2. Objetivos especificos

- Caracterizar la composicién quimica foliar de cuatro cultivares de Capsicum annuum var. annuumy el

chiltepin Capsicum annuum var. glabriusculum.
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-Evaluar si existe diferencia en los metabolitos secundarios con potencial en la resistencia contra

herbivoros entre Capsicum annuum var. glabriusculum y los cultivares de Capsicum annuum var. annuum.



Capitulo 2. Metodologia

2.1 Sistema de estudio

2.1.1 Condiciones de Crecimiento de Capsicum annuum var. glabriusculum y distintos
cultivares de Capsicum annuum var. annuum

Las semillas de los cultivares de chiles de la variedad annuum conocidas como serrano, gliero y morron,
fueron compradas en un supermercado local, de la marca comercial Vita Rancho Los Molinos, S.A. de C.V.
Mientras que las semillas de chiltepin Capsicum annuum var. glabriusculum y el chile de arbol con
denominacién de origen Yahualica (C. annuum var. annuum), se obtuvieron de la coleccion de

germoplasma del Laboratorio de Genética Ecoldgica y Evolucidon de la Facultad de Ciencias, UABC.

Como tratamiento previo a la siembra de todas las semillas, se hidrataron durante 24 horas con excepcién
del de chile gliero. Las semillas de chile gliero se mantuvieron en una solucién de acido giberélico a 500
ppm durante 24 horas. Para la germinacion, las semillas se sembraron en charolas de 50 pozos, se
colocaron a medio centimetro de profundidad y se cubrieron con una capa de suelo. Una vez que las
plantulas presentaron hojas verdaderas fueron trasplantadas a macetas de 2.5 L. Como sustrato de
germinacion y crecimiento se utilizd suelo estéril turba Berger B2 (Berger, Saint-Modeste, QB). Las plantas
se mantuvieron dentro de una camara de crecimiento del Laboratorio de Genética Ecoldgica y Evolucion
de la Facultad de Ciencias, UABC, bajo las siguientes condiciones: fotoperiodo de 14 horas de luzy 10 horas
de oscuridad, a una temperatura de 25 °C + 3 °C. Se fertilizaron una vez a la semana a partir del trasplante
con 50 mL de una solucién de NPK (19-19-19, 2 gr/L). Se obtuvieron plantas de chiles domesticados de los

cultivares serrano, Yahualica, morrén y gliero; también se obtuvieron plantas de chiltepin (Tabla 2).

Tabla 2. Plantas obtenidas para el experimento de dafio con S. frugiperda y la obtencién de tejido foliar para la
extraccidon de metabolitos.

Cultivar/variedad Siembra Germinacion Trasplante Floracion
Yahualica 15/09/20 25/09/20 30/09/20 26/11/20
Serrano 15/09/20 20/09/20 30/09/21 25/11/20
Chiltepin 10/09/20 15/09/20 30/09/20 04/12/20
Morrén 03/11/20 17/11/20 28/11/20 15/12/20
Glero 03/11/20 19/11/20 28/11/20 15/12/20
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2.1.2 Condiciones de desarrollo de Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae)

Para llevar a cabo el tratamiento de plantas con dafio y examinar la respuesta de las plantas de chile al
ataque por herbivoros, se emplearon larvas de S. frugiperda, que es un herbivoro generalista de habitos
nocturnos comunmente conocido como el cogollero del maiz (Montezano et al., 2018). Su ciclo de vida
consiste en 6 estadios larvarios, pupa y adulto (Sparks, 1979). Tiene una distribucién cosmopolita y es una

de las polillas plaga mas importantes de Norte América y Sudamérica (Luginbill, 1928; Ashley et al. 1989).

Para el experimento, larvas recién eclosionadas de S. frugiperda se mantuvieron en contenedores de
plastico de 4 cm de diametro y 3.5 cm de alto y se les proporciond una dieta artificial, desde su eclosién
hasta que alcanzaron el 3er estadio. Las larvas fueron criadas en el insectario del laboratorio de Genética
ecoldgica y evolucion de la Universidad Autdnoma de Baja California bajo las siguientes condiciones: 25°

C +1°C, con una humedad relativa de 50% * 10 y fotoperiodo de 16 h luz y 8 h oscuridad.

Para preparar 1 kg de dieta, se mezclaron los siguientes ingredientes en un recipiente de 2 L: 165 g de
harina de maiz (Maseca), 44 g de levadura, 42 g de germen de trigo, 6 g de acido ascérbico, 1.7 g de acido
benzoico. Ademads, se agregaron 4 pastillas de vitamina B12 (2.5 g), las cuales fueron previamente molidas
con un mortero y pistilo. Por otra parte, en un matraz Erlenmeyer de 1 L, se agregaron 15 g de agar Bacto
y se afiadieron 723.8 mL de agua. El agua con agar fue calentada por aproximadamente 3 minutos en un
horno microondas hasta llegar al punto de ebullicion. Posterior a esto, se agregd el resto de los

ingredientes y se mezclaron hasta obtener una masa homogénea.

2.2 Tratamiento de dafio por larvas de Spodoptera frugiperda

Para este experimento se llevd a cabo un tratamiento de dafio foliar y un control. Para el tratamiento de
dafio, se utilizaron larvas de S. frugiperda en el tercer estado larvario (privadas de alimento durante 24
horas previas al tratamiento), 3 plantas de chiltepin, 3 de serrano, 3 de Yahualica, 3 de gliero y 3 de morron.
Para el control se usaron 3 plantas sin dafio de cada uno de los cultivares y el chiltepin, obteniendo un
total de 30 plantas. A cada planta asignada al tratamiento de dafio, se le colocé una jaula tipo clip (clip-
cage) de 3.5 cm de diametro con dos larvas en el tercer estadio de S. frugiperda dentro. La jaula con los
insectos se colocd en la 5ta hoja verdadera de las plantas. Se utilizaron jaulas de clip para evitar que las
larvas se movieran a otra hoja o provocaran un dafio excesivo en la hoja muestreada. Las larvas se dejaron

dentro de la jaula por 1 h (Figura 1). A las plantas del tratamiento control (sin dafio) se les colocé la jaula
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de clip sin herbivoro una hora antes de la recolecta para simular la misma condicién. Todas las plantas

sometidas al tratamiento de dafo por larvas de S. frugiperda, mostraron dafio foliar después de una hora

(Figura 2).

Figura 1. Jaulas de clip con larvas de S. frugiperda en planta de chile para el tratamiento de dafio.

Figura 2. Hojas con dafiio foliar provocado por la larva de S. frugiperda.

2.3 Perfil de los metabolitos

2.3.1 Obtenciéon de muestras de tejido de hojas de Capsicum annuum

Para determinar los metabolitos secundarios presentes en las hojas de chile se utilizé6 el método de
metabolémica no dirigida (Gevi et al., 2019). Se recolectd tejido proveniente de la quinta hoja de cada uno
de los cultivares y de chiltepin, utilizando la misma hoja del tratamiento de dafio con S. frugiperda y sin
dafio en el caso de los controles (solo se usé el tejido que no estuvo en contacto con el insecto para evitar
contaminacion). Se tomoé la hoja tratada (donde se colocé la clip-cage) de cada una de las tres réplicas por

variedad, dando 3 muestras de planta con dafio por variedad y 3 controles, en total fueron 30 muestras.
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Después de 1 hora con las clip-cage se corté el drea foliar que tuvo contacto con la clip-cage y se utilizo el
resto del foliar desde la base de la hoja, las hojas se cortaron de la planta con un bisturi, fueron lavadas
con agua grado HPLC y secadas con kimwipes KIMTECH®. Después, las hojas fueron maceradas en un
mortero con nitrégeno liquido utilizando un pistilo hasta obtener un polvo fino. Una vez molido, se pesé
el tejido para obtener aproximadamente 50 mg de tejido vegetal en una Balanza de Precisién Mettler
Toledo modelo MS204S. El tejido macerado se colocé dentro de un tubo Eppendorf preenfriado y
etiquetado con el nombre de la variedad o cultivar, tratamiento y nimero de muestra. Para evitar
contaminacién, la espatula, el bisturi, el mortero y el pistilo fueron lavados con alcohol al 70% y enjuagados

con agua grado HPLC tres veces. Todas las muestras fueron almacenadas en un ultracongelador a -80 °C.

2.3.2 Extraccion de metabolitos

Se utilizaron 30 muestras de tejido foliar con aproximadamente 50 mg de tejido foliar para llevar a cabo la
extraccidon de metabolitos. Primeramente, se liofilizaron las muestras molidas de tejido foliar para evitar
posibles errores por la diferencia de peso de las muestras de tejido. Después se pesaron alrededor de 5
mg de los liofilizados de las muestras y se agregd la mezcla de metanol (MetOH): agua (H20) (80:20) hasta
obtener una concentracién final de [1mg/100pL]. Se dejaron macerar en sonicacidén durante 30 minutos.
Una vez finalizado el tiempo se centrifugaron a 14000 rpm por 15 minutos a 4°Cy se transfirieron 350 pL
del sobrenadante en un nuevo tubo cdnico de 1.5 mL. El sobrenadante se secé utilizando un speedvac. Se
afiadieron 500 uL de fase mévil agua (H,0): Acetonitrilo (ACN) (95:5) + 0.1% 4acido férmico (FA) a los tubos
secos. Nuevamente se centrifugaron a 14000 rpm por 15 minutos a 4 °C. A continuacion, se transfirieron
10 pL del sobrenadante a tubos cénicos de 1.5 mL que contenian previamente 90 puL de fase mévil H20:
ACN (95:5) + 0.1% FA y se centrifugaron una vez mas a 14000 rpm por 15 minutos a 4 °C. Se transfirieron
50 pL del sobrenadante a un vial de inyeccién. También se prepararon 4 controles de calidad, que
consistieron en una mezcla de alicuotas de todas las muestras de tejido foliar. Se obtuvieron un total de

34 viales para el analisis de cromatografia liquida-espectrometria de masas.

2.3.3 Andlisis de cromatografia liquida-espectrometria de masas

Para realizar este andlisis se calibré el equipo (Espectrémetro de masas Agilent 6530A Q-TOF LC/MS

(Quadrupole Time Of Fligth a través de la interfaz Chip Cube-CL). Se utilizaron las disoluciones obtenidas



13
en la extraccion de metabolitos. Ademas, se prepard un vial con 200 L de fase mévil como control. La
separacion de las moléculas se realizd a través de una columna ProtID-Chip-43 Il (C18, 43 mm, 300 A,
tamanfio de particula de 5 um, equipado con una columna de enriquecimiento de 40 nL). El volumen de
inyeccidon de las muestras fue de 0.5 pL. Las fases méviles fueron H20 con 0.1% de Acido Férmico (FA)
como disolucidn Ay Acetonitrilo (ACN) con 0.1% de FA como disolucidn B. El flujo de las fases méviles fue
de 0.3 puL/min y las condiciones cromatograficas optimizadas fueron las siguientes: 1-20 min, A: 95-60%,
B: 5.0-40%; 20-25 min, A: 60-0.0%, B: 40-100%; 25-30 min, A: 0.0-0.0%, B:100-100%; 30-31 min, A: 0.0-
95%, B:100-5.0%; 31-32 min, A: 95-95%; B:5.0-5.0%, regresando a las condiciones iniciales. El tiempo total
de la corrida fue de 40 minutos incluyendo el re-equilibrio de la columna a las condiciones iniciales. Las
moléculas eluidas se introdujeron a un espectrometro de masas Agilent 6530A Q-TOF (Quadrupole Time-
Of-Flight) a través de la interfaz Chip Cube-CL. Los espectros fueron adquiridos de manera MS/MS
automatico dependiente de datos y en modo positivo. Para los MS1 el rango de masa fue de 110-2000 m/z
a una velocidad de 4 espectros/s. Un maximo de 5 iones precursores fue seleccionado para cada ciclo de
MS/MS con exclusion activa después de 2 espectros. Las energias de colision se calcularon con base en la
ecuacion CE= [(3.7 xm/z) /100]+2.5. Se establecié la temperatura de la fuente de gases en 325 °Cy el flujo
de gas en 5 L/min. El equipo se calibré cada dia de andlisis con la finalidad de garantizar una precisidn de
masa <5 ppm. Para generar la biblioteca espectral (anotacidn de los metabolitos) se usaron tres réplicas
nuevas del control de calidad obtenido en la extraccién de metabolitos. Se optimizaron los parametros de
adquisicion del equipo con el objetivo de generar mas iones con espectros de fragmentacién (MS2).
Cambiando la velocidad de escaneo a 4 espectros/segundo en el MS1 y a 3 espectros/segundo para el

MS2, el resto de los pardmetros se mantuvieron igual que el experimento anterior.

2.4 Analisis de datos

2.4.1 Procesamiento de los datos

Los archivos generados en el analisis de cromatografia liquida-espectrometria de masas (LC-MS) se
exportaron en el formato universal mzML. Después se utilizaron para la deteccidon de masas, construccion
de picos y deconvolucidon de los cromatogramas (para separar los picos individualmente); para la
asignacion isotdpica, alineacion de los picos y rellenado de huecos (para detectar picos perdidos en la

alineacién anterior) se utilizo el software MZmine 2 siguiendo la metodologia de Pluskal et al. (2010).
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Finalmente se exportaron los archivos que tenian los picos, los cuales contenian las tablas con el tiempo

de retencidn, relacion masa/carga (m/z), area de los picos y los ID para realizar los analisis posteriores.

2.4.2 Anotacion de metabolitos

Para la identificacion de los metabolitos se utilizaron los archivos crudos en formato mzML de tres
muestras obtenidas a partir de la mezcla del control de calidad, con parametros optimizados. En primer
lugar, se cred un archivo de texto (.txt) con ayuda del Bloc de notas, el cual contiene los metadatos de las
muestras (Figura 17 anexos). A continuacioén, se realizé una cuenta en “The Global Natural Product Social

Molecular Networking” (GNPS) (http://gnps.ucsd.edu) la cual permite el almacenamiento y analisis de

espectros MS/MS utilizando bibliotecas libres para la anotacion de compuestos (Wang et al., 2016). Se
procedié a cargar los archivos obtenidos en MZmine 2 y metadatos utilizando el Software WinSCP.
Después se accedid a GNPS y se utilizé el método METABOLOMICS-SNETS-V2. Se cargaron los archivos
previamente almacenados con ayuda de WinsSCP. Se asignd un nombre al trabajo y se procedio a cargar
los datos separados en dos grupos: en el grupo 1 (G1) se cargaron los espectros de las muestras de tejido
foliar y los controles de calidad, mientras que en el grupo 6 (G6) se cargaron las fases méviles. Los datos
se filtraron para remover los iones de fragmentos MS/MS con una carga de iones precursores m/z entre
+/-17 Da. La tolerancia de masa de iones precursores y de fragmentos MS/MS fue de 0.02 Da. Para crear
la red se establecié una puntuacion de coseno mayor a 0.7 con 4 picos de similitud. Asimismo, el borde de
dos nodos en la red se mantuvo sélo si ambos nodos se encontraban dentro de los nodos con mayor
similitud del otro. Por ultimo, el tamafio maximo de familias moleculares se determiné en 100. A
continuacién, se realizé la busqueda de espectros de la red en las bibliotecas espectrales de GNPS. Los
espectros de la biblioteca utilizaron los mismos parametros de filtrado que los datos de entrada. Todas las
coincidencias entre los espectros de la red y los de |a biblioteca tuvieron una puntuacién mayora 0.7 y con
al menos 4 picos de similitud (Scheubert et al., 2017; Wang et al., 2016), se siguid el protocolo de Aron et

al. (2020).

2.4.3 Analisis Estadistico

Se utilizd la tabla de cuantificacidn obtenida en Mzmine 2, con algunas modificaciones (Figura 18 anexo) y

se importd al software MetaboAnalyst 5.0 (http://www.metaboanalyst.ca). Se utilizd una prueba de
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Wilcoxon para probar si hay diferencias significativas en las sefiales entre los cultivares y el chiltepin y un
diagrama de dispersion (diagrama de volcdn) para identificar cambios en la expresién de las seiales en el
conjunto de datos (sefiales significativamente reguladas al alza y a la baja). Para llevar a cabo la prueba de
Wilcoxon y el diagrama de volcdn, se filtraron los datos usando la desviacion estandar relativa del control
de calidad (desviacion estandar/media) con un umbral del 25% y un filtrado basado en rango intercuantil
para reducir la carga computacional del servidos. Se retiraron las muestras de control de calidad y se hizo

una normalizacién por cuantil de los datos.

Para realizar el analisis de componentes principales y mapas de calor, se llevé a cabo una normalizacion
por cuantiles de los datos y una conversién logaritmica, utilizando los mismos pardmetros de filtrado que
el analisis anterior (Figura 19 y 20 anexo). Ademas, en el analisis se incluyeron los datos obtenidos del
control de calidad el cual consiste en una mezcla proporcional de todas las muestras, del mismo modo las
muestras cony sin daino se encontraban agrupadas dentro de un intervalo del 95% de confianza. Enseguida
se realizd un anadlisis de agrupacion jerarquica (mapa de calor) para corroborar los resultados obtenidos
en el PCA utilizando los siguientes parametros: distancia Euclidiana, el algoritmo utilizado fue Ward (Figura
21 anexo). Se usaron los datos normalizados y se llevd a cabo una estandarizacién. Para llevar a cabo estos

analisis se siguid el protocolo basico 1 y 3 de Chong et al. (2019).

2.4.4 Diferencias en el nimero de metabolitos Unicos y compartidos entre los cultivares y el
chiltepin

Se realizaron diagramas de Venn utilizando los datos obtenidos en el preprocesamiento con MZmine 2
para comparar metabolitos entre los cultivares (serrano, morrén, Yahualica y giiero) y el chiltepin con y
sin dafio. Se descartaron las sefiales que estaban ausentes en las tres réplicas de una muestra (abundancia
= 0). Del mismo modo, se realizé un diagrama de Venn para comparar la defensa constitutiva e inducida
de cada cultivar y el chiltepin. Los diagramas de Venn se hicieron utilizando la plataforma en linea

InteractiVenn (http://www.interactivenn.net/) (Heberle et al. 2015).
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Diferencias entre los cultivares y el chiltepin

El resumen del procesamiento de datos para evaluar si hay diferencias entre los cultivares y el chiltepin,
mostro que las 5508 sefiales obtenidas en el preprocesamiento de los datos con MZmine 2 se encuentran
ampliamente distribuidas entre las muestras (Tabla 3). Ademads, se evaluaron las diferencias entre las
sefiales en plantas con y sin ataque por herbivoros. Se encontré que, en general, hay un aumento en el
promedio de las sefales en los tratamientos con dafio en comparacién con el control sin dafio en los
cultivares y el chiltepin, con excepcidn del cultivar gliero. No se utilizé el control de calidad 1 (QC1) debido

a que mostro valores atipicos.

Tabla 3. Resumen de los resultados del procesamiento de datos. CCD: chiltepin con dafio, CSD: chiltepin sin dafio,
GCD: gliero con dafio, GSD: gliero sin dafio, MCD: morrdn con dafio, MSD: morrén sin dafio, SCD: serrano con dafio,
SSD: serrano sin dafio, YCD: Yahualica con dafio, YSD: Yahualica sin dafio, QC: Control de calidad. N/A: no aplica.

Sefiales Promedio de sefiales

Muestra (positivo) por tratamiento
CsSD1 4988

CSD2 5141

CSD3 5086 5071
CCD1 4978

CCD2 5194

CCD3 5109 5093
YSD1 5133

YSD2 5236

YSD3 5054 5141
YCD1 5172

YCD2 5143

YCD3 5191 5169
SSD1 4666

SSD2 5104

SSD3 5091 4954
SCD1 5073

SCD2 5260

SCD3 5219 5184
GSD1 5222

GSD2 5204

GSD3 5263 5229
GCD1 4055

GCD2 4282

GCD3 4643 4326
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MSD1 4715
MSD2 4944
MSD3 4964 4875
MCD1 4965
MCD2 4943
MCD3 4948 4952
Qc1 N/A N/A
Qc4 5216
Qc3 5000
Qc2 4943 5053

3.1.1 Diferencias en las sefiales entre los cultivares y el chiltepin

Para probar si hay diferencias significativas entre las sefiales presentes en los cultivares y el chiltepin, asi
como identificar cambios en la expresidn de las sefiales del conjunto de datos, se realizé una prueba de
Wilcoxon y un gréfico de volcan, respectivamente. Después de realizar los filtrados y la normalizacidon se
utilizaron 1393 sefales para la prueba de Wilcoxon. Se encontraron 185 sefiales significativas entre el

chiltepin y los cultivares sin dafio (P< 0.05) (Figura 3).

1 Significant [135] Unsignificant [1208]

ra
e

n

log10{raw P-value)

Features

@

Figura 3. Sefiales que muestran diferencias significativas entre el chiltepin y los cultivares sin dafio. (Prueba de
Wilcoxon P<0.05). Circulos morados: Sefiales por encima del umbral. Los valores de p se transforman mediante -
log10 para que los valores mas significativos (valores de p mas pequefios) se tracen mas arriba en el grafico.

En el grafico de volcan se encontraron 91 sefiales significativamente reguladas al alza y 92 sefiales a la baja

entre la variedad silvestre “chiltepin” y los cultivares serano, morrén, Yahualica y gliero (Figura 4).
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Figura 4. Seiales reguladas al alza y a la baja entre el chiltepin y los cultivares sin dafio. Umbral de cambio (x):1,5.
Umbral de pruebas t (y): P<0.05. Circulos rojos y azules: picos por encima del umbral. Rojo: expresados al alza. Azul:
expresados a la baja. El umbral de cambio y los valores de p se transformaron logaritmicamente. Cuanto mas alejada
de (0,0), mas significativa serd la caracteristica.

Después de realizar los filtrados y la normalizacion se utilizaron 1394 sefales en muestras con dafo para
realizar la prueba de Wilcoxon. Encontrando 241 seiiales significativas (P< 0.05) entre el chiltepin y los

cultivares con induccion de larvas de Spodoptera frugiperda (Figura 5).

1 significant [241] Unsignificant [1153]
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Figura 5. Sefiales que muestran diferencias significativas entre el chiltepin y los cultivares con tratamiento de dafio.
(Prueba de Wilcoxon P<0.05). Circulos morados: Sefiales por encima del umbral. Los valores de p se transforman
mediante -log10 para que los valores mas significativos (valores de p mas pequefios) se tracen mas arriba en el

grafico.
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Se encontré un mayor numero de sefales reguladas al alza después de la induccidn con larvas de
Spodoptera frugiperda entre la variedad silvestre “chiltepin” y los cultivares serrano, gliero, Yahualica y
morrén. En el gréfico de volcan se encontraron 146 sefiales significativamente reguladas al alza y 85

sefiales significativamente reguladas a la baja (P<0.05) (Figura 6).
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Figura 6. Sefiales reguladas al alza y a la baja entre el chiltepin y los cultivares con tratamiento de dafio. Umbral de
cambio (x):1,5. Umbral de pruebas t (y): P<0.05. Circulos rojos y azules: picos por encima del umbral. Rojo: expresados
al alza. Azul: expresados a la baja. El umbral de cambio y los valores de p se transformaron logaritmicamente. Cuanto
mas alejada de (0,0), mas significativa sera la caracteristica.

3.1.2 Efecto de la domesticacién en la composicion quimica foliar

Para la determinar la agrupacién del chile silvestre y de los cultivares de acuerdo a su similitud quimica se
llevod a cabo un andlisis de componentes principales (PCA), incluyendo los datos con y sin dafio (Figura 7).
Las muestras del control de calidad (QC) se agrupan cerca del centro grafico, indicando confiabilidad
analisis de cromatografia liquida-espectrometria de masas. Las muestras con y sin dafio se encuentran

agrupadas dentro de elipses del 95% de confianza.

Se encontrd que el componente principal 1 (PC1) explica el 27.7% de la varianza de los datos, mientras que
el componente principal 2 (PC2) explica el 14.1%, y en conjunto acumulan el 41.8% de la varianza explicada
(Figura 22 anexo). El analisis muestra una separacion entre los perfiles metabolémicos de los cultivares y
el chiltepin independientemente del tratamiento de dafo. El chile silvestre “chiltepin” forma un grupo
Unico que se agrupa en el cuadrante A. Las variedades serrano sin dafio, Yahualica con y sin dafio se

encuentran en el cuadrante C. Serrano con dafio y gliero sin dafio estan en el cuadrante B. Por ultimo,
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morrdén con ambos tratamientos y giliero con dafio se agrupan en el cuadrante D. Los resultados indican

gue existe una mayor similitud en la composiciéon quimica, entre los cultivares serrano y gliero que entre

tratamientos (con y sin dafio).
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Figura 7. Analisis de componentes principales del metaboloma constitutivo e inducido. CCD: chiltepin con dafio, CSD:
chiltepin sin dafo, GCD: gliero con dafio, GSD: gliero sin dafio, MCD: morrén con dafio, MSD: morrén sin dafio, SCD:
serrano con dafo, SSD: serrano sin dafio, YCD: Yahualica con dafo, YSD: Yahualica sin dafio, QC: Control de calidad.

3.1.3 Efecto de la domesticacion en el metaboloma constitutivo

Por otra parte, se realizé un PCA para observar cdmo se agrupa el chiltepin y los cultivares por su

metaboloma constitutivo (sin dafio con S. frugiperda) (Figura 8). Se encontré que el PC1 explica el 23.2%

de la varianza esperada y el PC2 el 12.6%, en conjunto tienen una varianza acumulada de 35.8%. Se puede

observar un grupo definido para cada variedad. El chiltepin (CSD) se encuentra mas cerca de los cultivares,

serrano (SSD) y Yahualica (YSD), mientras que el chile gliero (GSD) y morrén (MSD) se encuentran

separados del resto.
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Figura 8. Andlisis de componentes principales del metaboloma constitutivo (sin dafio). CSD: chiltepin sin dafio, GSD:
glero sin daifo, MSD: morrdn sin dafio, SSD: serrano sin dafio, YSD: Yahualica sin dafio.

3.1.4 Efecto de la domesticacion en el metaboloma inducido

Se realizd un PCA con el tratamiento de dafio para observar las agrupaciones del metaboloma inducido
(Figura 9). El resultado mostré que los dos primeros componentes explican el 38.2% de la varianza. El
componente principal 1 explica el 24.6% y CP2 explica 13.6% de la varianza. Este andlisis agrupa al chiltepin
(CCD) y al cultivar Yahualica (YCD) se encuentran agrupados cerca, del mismo modo que el tratamiento sin
dafio. El chile serrano se encuentra mas cerca del chile morrén y gliero, mostrando mas similitud en la
expresion de sus compuestos involucrados en la respuesta de defensa inducida por S. frugiperda. El chile
morrén (MCD) y giliero (GCD) se encuentran agrupados y segregados claramente del chiltepin y de

yahualica, y parcialmente de la variedad serrado (SCD).
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Figura 9. Analisis de componentes principales del metaboloma inducido (con dafio). Eje (X) componente principal 1.
Eje (Y) componente principal 2. CCD: chiltepin con dafio, GCD: giiero con dafio, MCD: morrén con dafio, SCD: serrano
con dafio, YCD: Yahualica con dafo.

3.1.5 Patron de expresion del metaboloma constitutivo e inducido

Con los datos del metaboloma se realizé un analisis de agrupacion jerarquica, y un mapa de calor para
detectar patrones de expresion de los metabolitos entre el chiltepin y los cultivares y agruparlos por su
similitud. El analisis de agrupacion jerarquica con todos los datos mostrd dos grupos distintivos, en el grupo
A: se encuentran los subgrupos Al: chiltepin, A2: serrano, Yahualica con y sin dafio, dentro de este
subgrupo se encuentra el grupo A3: Yahualica con y sin daio. Por otra parte, en el grupo B se encuentra
serrano con dafio, dentro de este grupo hay 3 subgrupos donde se encuentran los cultivares morrén y
gliero con y sin dafio. Las agrupaciones corresponden con las encontradas en el PCA, ademads se

observaron diferencias en los patrones de expresidn en el mapa de calor, entre el grupo Ay B (Figura 10).
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Figura 10. Mapa de calor del metaboloma constitutivo e inducido. Se utilizaron los datos normalizados con el
algoritmo de agrupaciéon Ward y la medida de distancia euclidiana. Dendrograma superior: agrupacion entre
variedades. Dendrograma de la izquierda: familias de compuestos. La matriz de rojos y azules representa los valores
medios de abundancia relativa del metabolito de tres réplicas biolégicas. CCD: chiltepin con dafio, CSD: chiltepin sin
dafio, GCD: gliero con dafio, GSD: giiero sin dafio, MCD: morrén con dafio, MSD: morrén sin dafio, SCD: serrano con
dafio, SSD: serrano sin dafo, YCD: Yahualica con dafio, YSD: Yahualica sin dafio.

3.1.6 Diferencias en el patrén de expresion del metaboloma constitutivo

En el mapa de calor muestra un patrén diferenciado para cada cultivar y el chiltepin (Figura 18). El andlisis
de agrupacioén jerarquica muestra tres grupos distintivos de acuerdo a la similitud de su metaboloma, en
el grupo A se encuentra el chiltepin, y en el subgrupo Al se encuentran Yahualica y serrano. Mientras que

los cultivares gliero y morrén se encuentran en el grupo B (Figura 11).
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Figura 11. Mapa de calor del metaboloma constitutivo. Se utilizaron los datos normalizados con el algoritmo de
agrupacion Ward y la medida de distancia euclidiana. Dendrograma superior: agrupacidon entre variedades.
Dendrograma de la izquierda: familias de compuestos. La matriz de rojos y azules representa los valores medios de
abundancia relativa del metabolito de tres réplicas biolégicas. CSD: chiltepin sin dafio, GSD: giiero sin dafio, MSD:
morroén sin dafo, SSD: serrano sin dafio, YSD: Yahualica sin dafio.

3.1.7 Diferencias en el patron de expresion del metaboloma inducido con Spodoptera
frugiperda

El dendrograma obtenido por el andlisis de agrupacidn jerarquica muestra tres grupos distintivos de
acuerdo a su similitud en la expresién de metabolitos, el grupo C incluye al chiltepin y al chile Yahualica,
mientras que el grupo D esta conformado por el chile serrano, morrén y gliero. Sin embargo, el chile gliero

y morrén se encuentran agrupados en el subgrupo D1 (Figura 12).
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Figura 12. Mapa de calor del metaboloma inducido con dafio de Spodoptera frugiperda. Se utilizaron los datos
normalizados con el algoritmo de agrupacién Ward y la medida de distancia euclidiana. Dendrograma superior:
agrupacion entre variedades. Dendrograma de la izquierda: familias de compuestos. La matriz de rojos y azules
representa los valores medios de abundancia relativa del metabolito de tres réplicas bioldgicas. CCD: chiltepin con
dafio, GCD: gliero con dafio, MCD: morrdén con dafio, SCD: serrano con dafio, YCD: Yahualica con dafio.

3.2 Diferencias en el nimero de metabolitos Unicos y compartidos

3.2.1 Metabolitos secundarios constitutivos tinicos y compartidos entre los cultivares y el
chiltepin

Los diagramas de Venn se elaboraron con los datos de las sefiales de las muestras que tenian un valor de
abundancia diferente a cero en al menos una de sus tres replicas. Con este analisis se encontraron las

sefiales que solo estaban presentes en cada cultivar o en el chiltepin, ademas de saber cuantas seiales se
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encuentran compartidas. Los cultivaresy el chiltepin compartieron 4867 metabolitos. Individualmente, el
chiltepin presenté un total de 5337, Yahualica 5270, serrano 5261, morrdn 5204 y gliero 5008 metabolitos
(sefiales potencialmente identificables). Se encontré que 53 metabolitos sdlo estaban presentes en
chiltepin sin dafo, seguido de 13 en chile serrano, 6 para gliero y morréon y 5 en Yahualica (Figura 13). El
chile Yahualica y serrano compartieron un mayor nimero de metabolitos con el chiltepin, con 35 y 33,

respectivamente.
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Figura 13. Diagrama de Venn de las sefiales Unicas y compartidas entre los cultivares serrano, Yahualica, morrén,
glero y el chiltepin sin tratamiento de dafio. SD: Sin dafio.

3.2.2 Metabolitos secundarios inducidos tnicos y compartidos entre los cultivares y el chiltepin

Se realizé un diagrama de Venn para comparar el nimero de metabolitos compartidos y Unicos entre los
cultivares y el chiltepin con induccién de la defensa por S. frugiperda. Los cultivares y el chiltepin
compartieron 4702 metabolitos, 165 metabolitos menos que en el metaboloma constitutivo (sin dafo). El

chiltepin mostré un mayor nimero de metabolitos (5349), seguida de Yahualica 5319, morrén 5178, gliero
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5153 y serrano 4860. Ademads, de los metabolitos Unicos en cada cultivar y en el chiltepin, el cual mostré
un mayor numero con 68 metabolitos Unicos seguido de Yahualica con 13, serrano y gliero con 7 y morrén
con 5 (Figura 14). Del mismo modo que en el tratamiento sin dafio, el cultivar Yahualica comparte un
mayor numero de metabolitos (71) con el chiltepin, seguido del chile serrano con 11 metabolitos

compartidos con chiltepin.

Yahualica CD
(5318)

Chiltepin CD
(5349)

Gliero CD
(5153)

Morrén CD
(5178)

Serrano CD
(4859)

Figura 14. Diagrama de Venn de las sefales Unicas y compartidas entre los cultivares serrano, Yahualica, morron,
glero y el chiltepin con tratamiento de dafio. CD: Con dafio.

3.2.3 Metabolitos tunicos y compartidos entre el metaboloma constitutivo e inducido

Se llevaron a cabo diagramas de Venn para determinar el nimero de metabolitos que varian entre la
composicion quimica constitutiva (sin dafio) y la inducida (con dafio). Al comparar cada cultivar con y sin
tratamiento de dafio, se encontraron diferencias en el nimero de metabolitos Unicos y compartidos. El
chiltepin comparte 5286 metabolitos entre ambos tratamientos (Figura 15A), ademds 51 metabolitos se

encuentran Unicamente en muestras sin dafio y 63 metabolitos con dafio, difiriendo =1% entre
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tratamiento. Los cultivares morrdn y giliero sin dafio, asi como Yahualica con dafio presentan 1.5% de
metabolitos Unicos (Figuras 15B, D y E). Por otra parte, el cultivar serrano tiene el mayor nimero de
metabolitos Unicos en el tratamiento sin dafio, con un total de 437 (8%), que contrasta con las 35 (<1%)
del tratamiento con dafio. De forma similar, el chile gliero difiere en sus metabolitos entre los
tratamientos, pero en este caso el tratamiento con dafio tiene un mayor nimero de metabolitos Unicos

con 220 que representan el 4% de los metabolitos totales (Figura 15E).

A) Chiltepin SD  Chiltepin CD
(5337 (5349)

B) Morrén SD  Morrén CD C)Serrano SD  Serrano CD
(5261 4859)

D) Yahualica SD  Yahualica CD D) Giiero SD Glero CD
(5270) 5318) (5008 5153),

Figura 15. Diagrama de Venn de los metabolitos de cada cultivar y el chiltepin con y sin tratamiento de dafio. SD: sin
dafio. CD: con dafio.
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3.3 Anotacion de los metabolitos

Se encontraron 42 coincidencias en las librerias disponibles de GNPS. Considerando las anotaciones con
valores de similitud espectral a partir de 0.70 (Scheubert et al., 2017), donde un valor igual a 1 indica
espectros idénticos. Estas anotaciones se realizaron en tres muestras de control de calidad (mezcla
proporcional de todas las muestras), adicionales a las utilizadas en los analisis estadisticos (con parametros
optimizados). Los metabolitos encontrados corresponden a la composicién quimica foliar de la especie
Capsicum annuum cony sin de dafio de S. frugiperda (Tabla 4). Entre los metabolitos encontrados destacan
15 flavonoides, 4 glicerofosfocolinas, 3 aminas, 2 diterpenos, 2 Aminoacidos, péptidos y analogos, 2

Sesquiterpenoides y 2 lignanos.

Tabla 4. Metabolitos encontrados en las muestras de tejido foliar. m/z: relacion masa-carga. RT: tiempo de retencidn
en minutos. Coseno: medida de similitud entre dos espectros de fragmentacion, un valor de coseno de 1 es un
espectro idéntico. La anotacién fue en modo positivo.

N.2 RT |
Nombre del compuesto . m/z cose | subclase/
compuesto (min) no superclase
1 3-[(2S,3R,4S,5S,6R)-4,5-dihydroxy-6- 10.46 | 581.152 | 0.92 Flavonoides

(hydroxymethyl)-3-[(2S,3R,4S,5R)-3,4,5-
trihydroxyoxan-2-yl] oxyoxan-2-yl] oxy-
5,7-dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)
chromen-4-one

2 4-(3,4-dihydroxyphenyl)-7-methoxy-5- 12.22 | 595.167 | 0.88 Flavonoides
[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-
[[(2S,3R,4S,5R)-3,4,5-trihydroxyoxan-2-yl]
oxymethyl] oxan-2-yl] oxychromen-2-one
3 5,7-dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-3- 10.36 | 581.152 | 0.87 Flavonoides
[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-
[[(2S,3R,4S,5S)-3,4,5-trihydroxyoxan-2-yl]
oxymethyl] oxan-2-yl] oxychromen-4-one
4 7-[(2S,3R,4S,5S,6R)-6-[[(2S,3R,4R)-3,4- 12.19 | 595.167 | 0.9 Flavonoides
dihydroxy-4-(hydroxymethyl) oxolan-2-
ylloxymethyl]-3,4,5-trihydroxyoxan-2-
ylloxy-5-hydroxy-3-(4-hydroxyphenyl)-6-
methoxychromen-4-one

5 Ambocin 11.38 | 565.156 | 0.92 Flavonoides

6 apigetrin 11.48 | 433.115 | 0.93 Flavonoides

7 Apiin 12.1 | 565.156 | 0.78 Flavonoides

8 Austinoneol 23.45 | 415.212 0.9 Meroterpeno

9 Cocamidopropy! Betaine 21.32 | 343.296 | 0.78 Aminoacidos,

péptidos y analogos

10 Eplerenone 22.92 | 851.398 | 0.93 Esteroides

11 Luteolin 10.61 | 287.055 | 0.71 Flavonoides

12 Lauramine oxide 21.69 | 230.248 | 0.7 Oxidos de amina
13 Lauramidopropyl betaine 21.19 | 343.296 | 0.86 Aminoacidos,

péptidos y analogos
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14

Lauryl diethanolamine

21.62

274.275

0.91

Aminas

15

Lauryl diethanolamine

21.59

274.275

0.87

Aminas

16

Apigenin

11.54

271.061

0.7

Flavonoides

17

Luteolin 7-glucoside

10.43

449.109

0.83

Flavonoides

18

NCGC00169653-02!7-[3-[3,4-dihydroxy-4-
(hydroxymethyl) oxolan-2-yl]oxy-4,5-
dihydroxy-6-(hydroxymethyl) oxan-2-
ylJoxy-5-hydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)
chromen-4-one

11.53

565.156

0.96

Flavonoides

19

NCGC00180259-02!2-(hydroxymethyl)-6-
[4-[(2S,3S)-3-(hydroxymethyl)-5-[(E)-3-
hydroxyprop-1-enyl]-7-methoxy-2,3-
dihydro-1-benzofuran-2-yl]-2-
methoxyphenoxy]oxane-3,4,5-triol

11.28

503.192

0.73

Lignanos

20

NCGC00347704-02_C24H3207_2H-
Oxireno[1,10a]lphenanthro(3,2-b]furan-
10(11bH)-one, 5,7-bis(acetyloxy)-
3,33,4,5,6,7,7a,7b,8,8a-decahydro-
4,4,7a,11-tetramethyl-,
(1aS,3aR,5S,7S,7aR,7bSs,8aR,11bR)-

23.21

415.212

0.92

Diterpenos

21

NCGC00381060-01_C24H3207_Benzoic
acid, 4-hydroxy-, (1aS,2aR,3S,5R,6S,7aR)-
3-(acetyloxy) decahydro-5-hydroxy-2a, 7a-
dimethyl-5-(1-methylethyl) azulenol5,6-
bloxiren-6-yl ester

24.1

415.212

0.74

Acidos benzoicos y
derivados

22

NCGC00384592-01!3-[(2S,3R,4S,5S,6R)-
4,5-dihydroxy-6-(hydroxymethyl)-3-
[(2S,3R,4S,5R)-3,4,5-trihydroxyoxan-2-
ylloxyoxan-2-ylloxy-5,7-dihydroxy-2-(4-
hydroxyphenyl) chromen-4-one

10.73

581.152

0.89

Flavonoides

23

NCGC00385085-01!5,7-dihydroxy-2-(4-
hydroxyphenyl)-3-[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-
trihydroxy-6-[[(2S,3R,4S,5S)-3,4,5-
trihydroxyoxan-2-ylJoxymethyl]oxan-2-
ylloxychromen-4-one

10.83

581.152

0.93

Flavonoides

24

NCGC00385123-01_C22H3006_7b,9-
Dihydroxy-3-(hydroxymethyl)-1,1,6,8-
tetramethyl-5-oxo-1, 1a,1b,4, 43,5,
7a,7b,8,9-decahydro-9aH-
cyclopropa(3,4]benzo[1,2-e]azulen-9a-yl
acetate

23.48

432.238

0.82

Diterpenos

25

NCGC00385551-01!5-[(2S,3R,4S,5S,6R)-6-
[[(2R,3R,4R)-3,4-dihydroxy-4-
(hydroxymethyl) oxolan-2-ylJoxymethyl]-
3,4,5-trihydroxyoxan-2-yl]oxy-4-(3,4-
dihydroxyphenyl)-7-hydroxychromen-2-
one

11.2

581.152

0.76

Glucésidos
cumarinicos

26

NCGC00385811-01!6-[3-[(3,4-
dimethoxyphenyl) methyl]-4-methoxy-2-
(methoxymethyl) butyl]-4-methoxy-1,3-
benzodioxole

23.01

415.212

0.92

Lignanos

27

NCGC00385820-01!5,7-dihydroxy-2-[3-
hydroxy-4-[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-

10.4

449.109

0.81

Flavonoides
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trihydroxy-6-(hydroxymethyl) oxan-2-yl]
oxyphenyl] chromen-4-one

28 1-Hexadecanoyl-2-(9Z-octadecenoyl)-sn- 26.91 | 760.583 | 0.73 Glicerofosfocolina
glycero-3-phosphocholine
29 1-Hexadecanoyl-2-octadecadienoyl-sn- 28.19 | 758.569 | 0.79 Glicerofosfocolina
glycero-3-phosphocholine
30 1-Oleoyl-2-palmitoyl-sn-glycero-3- 26.8 | 760.583 | 0.80 Glicerofosfocolina
phosphocholine
31 1-Stearoyl-2-linoleoyl-sn-glycero-3- 28.23 | 786.601 | 0.94 Glicerofosfocolina
phosphocholine
32 9,12-Octadecadiynoic Acid 25.19 | 161.095 | 0.73 Acidos grasos
33 Aloenin 11.9 | 433.115 | 0.77 Carbohidratos y
carbohidratos
conjugados
34 .alpha.-Bisabolol 18.43 | 205.195 | 0.83 Sesquiterpenoides
35 .beta.-Gentiobiose 22.06 | 325.114 | 0.73 Carbohidratos y
derivados
36 Dibutyl adipate 25.28 | 259.189 | 0.76 | Acidos carboxilicos
37 Dibutyl phthalate 25.48 | 279.159 | 0.97 | Acidos benzoicosy
derivados
38 Diethyl phthalate 16.86 | 177.055 | 0.82 | Acidos carboxilicos
39 Genistin 11.93 | 433.115 | 0.81 Flavonoides
40 Glycerol 1-stearate 27.71 | 359.316 | 0.92 Lipidos
41 (-)-Isolongifolol 18.5 | 205.195 | 0.72 Sesquiterpenoides
42 N-Cyclohexanecarbonylpentadecylamine 18.52 | 205.195 | 0.82 Aminas
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Capitulo 4. Discusion

4.1 Metaboloma de Capsicum annuum

El chile C. annuum es una especie de gran importancia a nivel mundial y no es raro que se hayan realizado
estudios metaboldmicos previos para observar la variacion quimica en hojas de Capsicum annuum
(Maharijaya et al., 2019; Macel et al., 2019; Wang et al., 2019; Barrajon-Cataldn et al., 2020). Sin embargo,
este es el primer estudio que compara la evoluciéon del metaboloma constitutivo e inducido de chile
Capsicum annuum en el estado domestico empleando variedades mexicanas y su ancestro comun. El
objetivo de este trabajo fue analizar el metaboloma de diferentes cultivares de chiles mexicanos y hacer
una comparacion con el metaboloma del chiltepin (ancestro silvestre) para determinar los efectos de la
domesticacidon en la quimica secundaria de este grupo. El andlisis metabolémico detecté una amplia
variacion en el nimero y la abundancia de sefiales con potencial de ser identificadas (metabolitos) entre
los cultivares y el chiltepin, del mismo modo permitié distinguir entre cultivares de chiles (Figuras 7 y 10).
Esto comprueba que la fuerza de la seleccién artificial durante la domesticacién modificé el metaboloma
de los cultivares en relacién al ancestro silvestre, posiblemente alterando parte del arsenal defensivo de

las plantas para enfrentar a sus herbivoros.

En total se detectaron 5508 sefales (potenciales metabolitos secundarios) en todas las muestras. Floros
et al. (2017) detectaron un total de 2598 sefales en tejido foliar de una accesion (Linea de reproduccién o
poblacién almacenada para su uso) (FAO, 2021) de C. annuum. Otros autores como Macel et al. (2019),
encontraron 52,530 sefiales en tejido foliar de 9 accesiones de C. annuumy 3 de C. chinense en dos estados
de desarrollo. La cantidad de sefales detectadas dependerd del equipo, los protocolos utilizados, los
diferentes tratamientos, los tejidos procesados y el numero de organismos analizados. En este estudio se
utilizé una metodologia similar en el preprocesamiento de los datos y la anotacidén de los metabolitos a la
de Floros et al. (2017), difiriendo en los parametros de adquisicién de los datos y en los equipos. En el caso
de Macel et al. (2019), utilizaron una metodologia diferente para el preprocesamiento (MetAlign) de los
datos y la anotacién se realizé en una base de datos interna, corroborando las anotaciones con bases de
datos en linea. Se ha reportado en varios estudios que existen diferencias entre los pardmetros y los
resultados obtenidos con las diferentes herramientas de preprocesamiento (Chen et al., 2013b; Cajka y
Fiehn, 2016), especificamente en el grado de deteccién y la capacidad de rellenado de huecos (algoritmo
que predice picos que podrian coincidir en otras muestras) (Glrdeniz et al., 2012). Coble y Fraga (2014),
compararon cuatro herramientas, (MetAlign, MZmine 2, SpectConnect y XCMS) encontrando que

MetAlign fue la mejor en el nimero de deteccidn. Son pocos los estudios realizados en tejido foliar de C.
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annuum y este estudio es el primero enfocado en comparar las diferencias quimicas entre cultivares y su

ancestro silvestre en C. annuum, por lo cual no se puede realizar una comparaciéon en niumero de seiales.

4.2 Diferencias en la composicidon quimica constitutiva e inducida

Los resultados obtenidos en los analisis de agrupacion jerdrquica con y sin dafio, confirman los resultados
de los anadlisis de componentes principales (ver Figura 10). Los cultivares se agruparon de forma distintiva
con y sin tratamiento de dafio. Sin embargo, el chiltepin quedd fuera de cualquier agrupacion (ver Figura
7). Los resultados del presente estudio apoyan la idea de que existe una diferencia en la composicion
guimica relacionada con la defensa entre las plantas domesticadas y el chiltepin (ancestro silvestre). En
este estudio se encontré que el cultivar serrano mostraba una similitud en su metaboloma constitutivo
con el chiltepin (ver Figura 7; Figura 10). Sin embargo, esto cambio después de la induccién con larvas de
S. frugiperda, agrupandose con los cultivares gliero y morrén. En un estudio realizado por Valenzuela-
Apodaca (2019), donde el objetivo era determinar si habia una variacidn en la respuesta defensiva entre
plantas silvestres y domesticadas de C. annuum, se encontré que ninguna de las larvas de S. frugiperda
alimentadas con hojas de chiltepin (C. annuum var. glabriusculum) sobrevivié, mientras que en los
cultivares serrano y poblano sobrevivio el 73.3% de las larvas. En los resultados de este trabajo el cultivar
serrano con dafio de S. frugiperda se agrupd con los cultivares giiero y morrén, debido a su similitud
guimica, esto sugiere que las larvas de S. frugiperda podrian tener un alto porcentaje de supervivencia al

ser alimentadas con hojas de estos cultivares.

En el presente estudio todas las plantas expuestas a las larvas de S. frugiperda, mostraron dafio foliar
después de una hora de tratamiento, y se observé un cambio en las sefiales (metabolitos secundarios) por
lainduccidn con S. frugiperda (ver Figura 14; Figura 15). En un estudio desarrollado por Vijaya y Rani (2017)
encontraron que las larvas de S. litura en el tercer estadio, inducen un aumento del contenido de fenoles
totales en plantas de C. annuum desde el inicio de la alimentacién y este efecto se mantiene en la planta
por 24 horas a pesar de retirar las larvas. Del mismo modo, Gonzalez (2019) encontré una diferencia en la
composicion quimica (fenoles totales) y densidad de tricomas entre familias genéticas de C. annuum var.
glabriusculum al ser sometidas a un tratamiento de dafio con el herbivoro Lema daturaphila. Gonzalez
(2019) sugiere que puede existir una variacion genética en los caracteres relacionados con la defensa de
estas plantas, por lo cual puede presentar una respuesta selectiva al ser atacada por herbivoros. Esto

confirma que también existe una variacion en el patron de expresion dentro de las variedades silvestres.
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En este trabajo se encontrd una respuesta diferencial dentro de los cultivares al ser atacados por S.

frugiperda (ver serrano y gliero en la Figura 7; Figura 10; Figura 15).

El cultivar Yahualica mostré una mayor similitud en su metaboloma constitutivo e inducido con el chiltepin,
respecto al resto de los cultivares, siendo el metaboloma inducido el que comparte un mayor nimero de
metabolitos (Ver figura 14). Esto sugiere que conserva un mayor nimero de metabolitos relacionados con
la defensa de su ancestro silvestre (chiltepin), por lo cual su defensa quimica no ha sido tan alterada por
la domesticaciéon en comparacion con los cultivares serrano, gliero y morrén. En contraste, el cultivar
morron difiere mas del chiltepin en los metabolitos compartidos (ver figura 13; Figura 14) y en los patrones
de expresion de sus metabolitos (Figura 10). El chile morrdn tiene diferencias marcadas en el tamafio y
picor de su fruto, respecto al chiltepin (Eshbaugh, 1975). El chile morrdn tiene la menor pungencia en sus
frutos entre los cultivares analizados en este estudio y esta caracteristica es de importancia en la seleccién
artificial (Moscone et al., 2007), ya que la seleccidn basada en aumentar la palatabilidad puede reducir las
defensas quimicas (Dicenta et al., 2002; Londofio-Giraldo et al., 2021). Por otra parte, los cultivares giiero
y morrdn presentaron una composicion quimica constitutiva e inducida similar (Ver mapas de calor Figura
10; Figura 11; Figura 12), estos cultivares tienen el menor contenido de capsaicina encontrandose en la
escala mas baja de la clasificacién de Scoville (Scoville, 1912; Lotha et al., 2018). Ademas, se ha encontrado
que los cultivares giliero y morron tienen un alto contenido de compuestos fendlicos y flavonoides, en
comparacién con otros cultivares como serrano, jalapefio y Anaheim (Medina-Juarez et al., 2012). En
conclusién, a pesar de que el cultivar Yahualica tiene mas similitudes con el chiltepin, el patrén general
muestra una diferencia en la composiciéon quimica constitutiva e inducida entre los cultivares y el chiltepin,

donde en algunos casos la disminucion de sefiales es mas marcada (cultivares morrén y glero).

Macel et al. (2019) utilizaron la metaboldmica no dirigida para determinar los metabolitos secundarios
involucrados en la resistencia a los trips (Frankliniella occidentalis) en hojas de 9 accesiones de Capsicum
annuum y 3 de C. chinense, y analizaron el metaboloma constitutivo de las accesiones con dos estados de
desarrollo (vegetativo y floracién). Ellos encontraron que las accesiones resistentes tienen una diversidad
guimica significativamente mayor que las susceptibles en la etapa de floracion, y este patrén no se observé
en la etapa vegetativa (Macel et al., 2019). En nuestro estudio, el chiltepin (variedad silvestre) mostré una
mayor diversidad quimica en relacion a los cultivares (ver sefiales Unicas Figura 13; Figura 14), y un mayor
numero de sefiales significativamente reguladas al alza con induccidn de S. frugiperda en comparacion con

los cultivares (ver diagrama de volcan Figura 6).
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No hay estudios metaboldmicos comparativos de la composicidon quimica foliar de C. annuum entre
cultivares y su ancestro silvestre (chiltepin). Sin embargo, en un estudio realizado en tomate, una especie
de la misma familia que el chile, Solanacea, se encontraron resultados similares a los nuestros.
Especificamente, Londofio-Giraldo et al. (2021) encontraron que las accesiones de la variedad silvestre de
Solanum lycopersicum var. cerasiforme, tienen una mayor abundancia y diversidad de metabolitos
secundarios en sus hojas y frutos que la variedad domesticada S. lycopersicum Lam. Los autores sugieren
gue esto puede ser consecuencia de la seleccidn artificial enfocada en el sabor del fruto (Londofio-Giraldo
et al., 2021). Algunos autores han encontrado evidencia que indica una disminucién de la resistencia como
consecuencia de la domesticacién, mencionan que estos efectos serdan mas notorios dependiendo del
grado de domesticacion del cultivo (Rosenthal y Dirzo; Chen et al., 2015). De igual manera, en algunos
estudios se ha encontrado que la domesticacion generalmente conduce a una reduccién en la defensa
qguimica (Meyer et al., 2012, Chen et al., 2015; Milla et al., 2015). A pesar de que Turcotte et al. (2014)
también encontraron que la domesticacién alteraba la defensa de las plantas, no detectaron un efecto
marcado como se sugiere en la teoria de reasignacion de recursos de Agrawal, (2011). Los resultados
obtenidos en el presente estudio aportan evidencia que apoya la hipétesis de la reduccién de la defensa

como efecto de la domesticacion.

4.3 Perfil de los metabolitos

No se encontraron anotaciones en las primeras muestras analizadas, esto podria deberse a que se
obtuvieron pocos iones con espectros de fragmentacién (MS2) y el analisis de redes moleculares en GNPS
utiliza datos MS2 para comparar los espectros y realizar las anotaciones (Annesley, 2003; Taylor, 2005).
Los espectros de fragmentacion (MS2) se obtienen a partir de la fragmentacion de los iones precursores
(MS1) (Aron et al., 2020). Para obtener un mayor nimero de MS2 se realizd otro experimento con
pardmetros de adquisicion optimizados en el control de calidad. Al modificar la velocidad de escaneo de
los (MS2) de 4 espectros/segundo a 3 espectros/segundo, se obtuvo un mayor nimero de espectros de
fragmentacion, aumentando la probabilidad de encontrar coincidencias con las librerias disponibles en

GNPS.

Se encontraron 42 coincidencias con las librerias disponibles en GNPS utilizando los datos obtenidos con
los pardmetros de adquisicion optimizados en muestras de control de calidad. Estas 42 anotaciones

corresponden a un porcentaje de anotacion menor al 1%. En la actualidad el promedio del porcentaje de
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anotacién en GNPS se encuentra entre el 5-6%, y la mayor parte de los espectros de fragmentacién (MS2)
permanecen sin anotar (Aron et al., 2020). A pesar de que el porcentaje de anotacién en este estudio fue
menor al 1%, se ha encontrado un bajo porcentaje de anotacidn para Capsicum annuum utilizando GNPS.
Especificamente, Floros et al. (2017), obtuvieron una la tasa de identificacién del 1.6% (96 anotaciones)
para dos especies (chile y tomate) utilizando varios tipos de tejido vegetal, como hojas (2598 sefales),
flores, frutos y tallos, lo que sugiere que muchos compuestos aln no se encuentran en las librerias

disponibles en GNPS.

La mayor parte de los compuestos identificados en este estudio fueron flavonoides. Estos compuestos
tienen importancia en la resistencia de las plantas contra los insectos, ya que pueden afectar el valor
nutritivo o la digestibilidad, inhibir la alimentacion o ser toxicos (Treutter, 2005). Entre los flavonoides
identificados en este estudio se encuentra la apigenina, este compuesto se ha encontrado con anterioridad
en muestras de tejido foliar de C. annuum (Macel et al., 2019; Cho et al., 2020). Mikulic-Petkovsek et al.
(2013) encontraron luteolin 7-glucoside y varios derivados de apigenin en frutos de chile. En este estudio
se encontro luteolin 7-glucoside en tejido foliar de C. annuum. A pesar de la baja tasa de anotacién en el
presente estudio, una de las ventajas de utilizar la plataforma de anotacidn en linea GNPS, es que las
bibliotecas disponibles se encuentran en constante crecimiento, lo cual podria generar nuevas

anotaciones putativas (Aron et al., 2020).
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Capitulo 5. Conclusiones

Este es el primer estudio comparativo del metaboloma foliar entre cultivares de chiles mexicanos y su
ancestro silvestre Capsicum annuum var. glabriusculum. El analisis metabolémico permitié distinguir
diferencias entre el chiltepin y los cultivares, asi mismo, permitié distinguir entre cultivares de chiles y
entre el metaboloma constitutivo e inducido. Los resultados obtenidos sugieren que la domesticacion
modificd el metaboloma de los cultivares respecto a la variedad silvestre (chiltepin), afectando la
abundancia y diversidad de los metabolitos secundarios presentes en el tejido foliar. Se observé una
variacion en el efecto de la domesticacion entre los cultivares, donde el efecto fue menor en el chile
Yahualica, seguido del chile serrano, gliero y morrén. Se ha reportado que la disminucion de la abundancia
y diversidad en los metabolitos secundarios presentes en el tejido foliar puede afectar la resistencia a

herbivoros en los cultivares (Turcotte et al., 2014).

La deteccidn de variacion entre los metabolomas foliares constitutivos e inducidos sugiere que la especie
Capsicum annuum puede responder a los herbivoros expresando metabolitos secundarios de forma
diferencial. Los cultivares muestran una reducciéon en la abundancia y diversidad de metabolitos
secundarios como consecuencia de la seleccidn de rasgos de interés en los cultivares (tamafio y sabor del
fruto) (Meyer et al., 2012, Chen et al., 2015; Milla et al., 2015). Entre tanto, la variedad silvestre (chiltepin)
presenta una expresion de metabolitos secundarios en respuesta a factores ambientales y al ataque de

herbivoros consecuencia de la seleccidon natural.

5.1 Perspectivas

Este estudio demuestra que la metaboldmica es una herramienta util para determinar diferencias en la
composicion quimica foliar constitutiva e inducida en plantas. Un enfoque dirigido combinado con ensayos
bioldgicos de resistencia podria ayudar a entender de forma mas detallada los efectos de la domesticacion.
En este estudio se utilizéd un herbivoro generalista, se desconoce el efecto de la domesticacion ante el
ataque de insectos especialistas o que generen otro tipo de dafio en el tejido foliar por su forma de
alimentacién, como los afidos. Ademas, se podrian realizar estudios en otro estado de desarrollo de la

planta (floracion).
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Finalmente, un experimento de alimentacién de larvas de S. frugiperda utilizando hojas después de inducir
la defensa quimica en los cultivares, complementaria este estudio, con el objetivo de evaluar si la induccion
de la defensa quimica observada en este estudio reduce la sobrevivencia y el desarrollo del herbivoro, y si

esto difiere entre plantas silvestres y cultivadas.
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Search Sources Lists SciVal ® L m m

10 document results

(TITLE-ABS-KEY ( capsicum AND annuum )) AND (( metabolome)) AND (leaf) AND (LIMIT-TO ( EXACTKEYWORD , "Metabolomics"))

# Edit @ Save [ Setalert

Search within results... Documents  Secondary documents  Patents View Mendeley Data (3508)

o Analyze search results Show all abstracts ~ Sort on: Date (newest)
Refine results

D All v Export
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Figura 16. Busqueda sistematica de literatura. Se realizé una revision sistematica sobre los estudios de metaboldmica
de la defensa de Capsicum annuum, especificamente del tejido de sus hojas. La busqueda se llevd a cabo con la base
de datos Scopus, se utilizaron las palabras clave (Capsicum annuum, metabolome y leaf) ademas de los caracteres
booleanos (KEY, AND y LIMIT-TO) esto se introdujo en el buscador de la siguiente manera: TITLE-ABS KEY (capsicum

AND annuum)) AND ((metabolome)) AND (leaf) AND (LIMIT-TO (EXACTKEYWORD, “Metabolomics”)). No se utili
una restriccion de fecha.
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Anexo B.

File Edit Format View Help

fiTename ATRIBUTE_Strain&status -
CChl. mzML ChiltepinbDano o
CCD2. mzML Chiltepinbano

CCD3. mzML Chiltepinbano

CSD1. mzML chiltepinsano

CSD2. mzML Chiltepinsano

CSD3. mzML Chiltepinsano

GCD1. mzML GuerobDano

GCDZ . mzZML Guerobano

GCD3 . mzZML Guerobano

G501, mzML GUerosano

GSDZ. mzML GUerosano

G5D3. mzML Guerosano

MCD1 . mzML MorronDano

MCD2 . mzML MorronDano

MCD3 . mzML MorronDano

M5D1. mzML MorFonsano )
MSDZ . mzML MOrronsano =
M5D3. mzML Morronsano

SCD1. mzML SeranobDano

SCDZ. mzML SeranoDano

S5CD3. mzML Seranobano

S5D1. mzML Seranosano

S5D2. mzML Seranosano

55D3. mzML Seranosano

YCD1. mzML vahualicabDano

YCD2. mzML vahualicabDano

YCD3. mzML vahualicabDano

YSD1. mzML yahualicasano

YSD2Z. mzML vahualicasano

Y503 . mzML vahualicasano

Qcl. mzmL Qc

QC2Z. mzML Qc

QC3. mzML Qc T
QC4 . mzML QC 5
4 2

Figura 17. Metadatos utilizados en el andlisis de redes moleculares.
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Sample lac2

Label Qc
950.232603130918/19.435852020202 26347.098
812.230540882457/13.8920388888888 = 4212.68499
1971.53797149658,/24.0779958333334 0
743.232632723721/21.7216707070706  49717.3561
1666.58083801269/12.5769741666665  53.0221195
1566.56823238249/22.5089102150538  4057.17405
1392.98223680065/22.0778225806451  3898.14948
955.259441953716/16.6825434843484 12880.083
307.08360151811/22.3718919191919 39687.1164
1519.00245593843,/22.3728023809523 1]
290.149637858072/17.6159212121212  19309.7091
845.95058926669/17.6697106060606 0
1517.45966593424,/23.7710555555555 0
625.147354125976/15.7270262626262  §276.03886
1059.31342315673/23.0144546875001 = 1378.19014
1547.53050278172/22 6736363636364  34465.2098
722.214971368963/20.6090742424242  1522.92475
843.268926447088/20.2295737373738  1777.82493
1077.39953243371/21.2368378787878  85241.5683
1008.39233112335/22.1502119791667  10828.7711
1370.83482360839/22.5782750000001 0

Qcs3
ac

14543.5051
4543.84172
0
58699.8873
0
5890.93851
5826.26021
12731.1431
39660.8152
o
15049.1786
351.882046
0
7746.54519
3133.59954
46843.6952
2274.94575
1633.95189
98765.3404
12546.63
36743314

Qaca
Qc

13995.7591
4217.6529
]
60768.1586
57.0836144
5781.38422
2313.04636
7033.00357
22801.3675
o
13697.5674
]

o
7513.95311
531.317806
7471.16727
4362.58143
2145.54472
7048.88329
8726.61591
1]

E
G5D1
G5D

27848.0523
5560.73165
0
11155.8134
62.4706237
o

o
4033.2803
377959.8836
o
12583.6272
0

0
3129.89343
54.8583956
7759.97274
515.418619
309.908988
39984.1152
3146.2141
0

F
GsD2
GSD

7239.50602
4554.39626
o
12550.7666
1]
345.291758
1782.16829
4857.63515
31969.6312
4]
16038.2013
o

1]
7381.17238
3176.5014
6189.93502
2387.20297
870.596667
95228.9521
6049.42445
1]

G
G5D3
G5D

10073.2043
5410.19638

0
27560.2425
5824.02221
83.4429212
7246.38469
3824.64258
60428.5087

o
22396.0036

0

0
4762.01318
5565.99843
12864.2451
4459.94417
1104.88567
146479.698
15794.1622

0
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Figura 18. Archivo con datos obtenidos en el analisis LC-MS modificado para analisis estadisticos. Usado para realizar
el andlisis de componentes principales, analisis de agrupacién jerarquica y el mapa de calor.
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Anexo D.

Sample Normalization
Hone
Sample-specific normalization {i.e. weight, volume) Specify
Mormalization by sum

Mormalization by median

Mormalization by reference sample [PGN) Spesify
Mormalization by a pooled sample from group Specify
Mormalization by reference feature Specify

® Guantile normalization

Data transformation
Hone
# Log transformation {generalized logarithm transformation or glog)

Cube root transformation (iakes the cubs root of data values)

Data scaling
® Mone
Mean centering (mean-centered only)
Auto scaling  (mean-centered and divided by the standard devistion of each variable)
Pareto scaling (mean-centered and divided by the square root of the standard deviation of 2ach varsble)

Range scaling (mean-centered and divided by the range of each variable)

Figura 19. Parametros utilizados para normalizar y transformar los datos utilizados para el andlisis multivariado en
MetaboAnalyst 5.0.
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Anexo E.

Before Normalization After Mormalization
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Figura 20. Diagramas de caja y diagramas de densidad de Kernel antes y después de la normalizacién. Los diagramas
de caja muestran aproximadamente 50 caracteristicas debido al limite de espacio. Las graficas de densidad de Kernel
incluyen todas las muestras. Métodos seleccionados: normalizacién por cuantiles; transformacion de datos Log10,
escala de datos: N/A.
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Distance Measure:

Color Contrast:
Data Source:

Standardization:

View Mode :

View Options:

Clustering Algorithm:

Euclidean -

Ward -

Default -

Criginal data -

Autoscale fealures hd

e (Overviaw Detail View (< 2000 features)
Do not reorganize: Samplas -
Use top; 25 T-tast f ANCVA, -

* Show cell borders

¥| Show only group averages

Submit

Figura 21. Parametros para realizar el mapa de calor en MetaboAnalyst 5.0.



54

Anexo G.
o
. "y
o K o
& i
[Ty H H
o S 7] : : .
Q H H .
s < i
-z © : . :
> H H H
Q H H .
5 34
g o ; a
S & »®
i = 0
<o | i :
p=: :
I | T T |
1 2 3 4 5

PC index

Figura 22. Grafico de Scree. Muestra la varianza explicada por los componentes principales. La linea verde muestra
la varianza explicada acumulada; la linea azul muestra la varianza explicada por cada uno de los componentes
principales.



