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RESUMEN

Physalis ixocarpa (tomatillo) es una especie de la familia Solanaceae, la cual
tiene una importancia econémica en México por sus frutos comestibles. Sin embargo,
sus hojas también son aprovechadas, en México y otros paises, por su alto contenido
de compuestos bioactivos. El interés por ampliar su area de cultivo en este pais, en el
cual las zonas aridas y semiaridas, con suelos salinos, representan mas de la mitad
del territorio, hace relevante explorar su potencial de tolerancia al estrés salino. En el
presente trabajo, se determinaron las respuestas morfométricas (altura de plantas,
dimensiones de hojas, y longitud de raiz), quimicas (contenido de fenoles totales,
taninos, flavonoides, acidos fendlicos, y terpenos, asi como perfiles fendlicos y
actividad antioxidante de extractos fendlicos), bioquimicas (contenido de prolina y
actividades de catalasa y superdxido dismutasa), y epigenéticas (niveles de metilacion
del ADN) de las hojas de la variedad Rendidora de P. ixocarpa, al cultivo bajo tres
concentraciones de NaCl (0, 90 mM, y 120 mM) durante tres tiempos de exposicion
(corto: 24 dias, medio 42 dias, y cronico: 57 dias). Todas las determinaciones se
hicieron para plantas crecidas en condiciones de invernadero, de acuerdo a los
tiempos de los tratamientos. El registro de las respuestas quimicas se llevé a cabo con
diferentes métodos espectrométricos y cromatograficos (cromatografia liquida de alta
resolucidn con deteccion de arreglo de diodos, HPLC-DAD), evaluando la actividad
antioxidante de los extractos fendlicos como la capacidad bloqueadora del radical libre
1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) y como el poder reductor de fierro. Las respuestas
bioquimicas se determinaron con métodos espectrométricos, y las respuestas
epigenéticas, con el método de polimorfismos de amplificacion sensible a la metilacion
(MSAP). Los resultados mostraron que las respuestas morfométricas de P. ixocarpa a
los diferentes tratamientos salinos fue variable, y en tratamientos cortos y medios la
salinidad ejercio un efecto favorable en el crecimiento. Las respuestas quimicas y
bioquimicas también fueron variables en los diferentes tratamientos, encontrandose
que el aumento en la concentracién de prolina fue la Unica respuesta que mostré una
clara dependencia del aumento de la concentracion de NaCl en cualquier tiempo de
exposicion, por lo que se considerd el principal mecanismo de proteccién contra el

estrés salino para la especie. El perfil fendlico fue especifico de P. ixocarpa, estuvo
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formado por un derivado 3-O-glicosido del flavonol quercetina, un derivado 3-O-
glicosido del flavonol canferol, y seis acidos fendlicos, entre ellos dos derivados del
acido p-cumarico. La concentracion de un acido fendlico incrementé en mas de 26
veces bajo las condiciones mas severas de salinidad (120 mM de NaCl durante 57
dias), lo que sugiere que su participacion fue importante como protector bajo esas
condiciones particulares de salinidad. Las propiedades antioxidantes de los extractos
no fueron claramente relacionadas con los compuestos fendlicos. Los resultados de
analisis de correspondencia canonica (ACC), indicaron que el tiempo de exposicion
tuvo impacto principalmente sobre la concentracion de flavonoides totales,
carotenoides, y la actividad de CAT, mientras que la concentracion de NaCl
principalmente impacté sobre la concentracion de fenoles totales, taninos
condensados, acidos fendlicos, prolina, y la actividad de SOD. Los niveles de
metilacién también fueron variablemente afectados por los diferentes tratamientos
salinos, disminuyendo bajo la concentracion de 120 mM de NaCl durante los tiempos
corto y medio de exposicidn, con respecto a los controles respectivos, y aumentando
después de la exposicidn crénica. Una serie de analisis de componentes principales
(ACP) y de agrupamiento revelaron que todos los tipos de respuestas (morfométricas,
quimicas, bioquimicas, y epigenéticas) analizadas pueden sustentar el desarrollo de
marcadores para discriminar entre plantas crecidas bajo cada tratamiento. El conjunto
de los diferentes resultados sugiere que P. ixocarpa ha desarrollado un mecanismo
complejo, dinamico, y complementario de defensa contra el estrés salino,
diferencialmente modulado por la intensidad de la salinidad y por el tiempo de
exposicidn a ella, por lo cual los estudios sobre potencial de tolerancia a la salinidad
de una especie deberian hacerse a través de una gama de diferentes concentraciones
de sal y durante exposiciones cronicas. El registro de las respuestas puede tener
implicaciones agrondmicas y economicas para esta especie importante y asociada

histérica y culturalmente a México.
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ABSTRACT

Physalis ixocarpa (tomatillo) belongs to the family Solanaceae, which is an
economically important species in Mexico due to its edible fruits. However, its leaves
are also used, in Mexico and other countries, for its high content of bioactive
compounds. The interest in expanding its cultivation area in this country, in which arid
and semi-arid zones, with saline soils, represent more than a half of the territory, makes
it relevant to explore its potential for tolerance to saline stress. In the current study, the
morphometric responses (plant height, leaf dimensions, and root length), chemical
responses (content of total phenols, tannins, flavonoids, phenolic acids, and terpenes,
as well as phenolic profiles and antioxidant activity of phenolic extracts), biochemical
responses (proline content and activities of catalase and superoxide dismutase), and
epigenetic responses (levels of DNA methylation) of the leaves of the Rendidora variety
of P. ixocarpa were determined , when cultured under three concentrations of NaCl (O,
90 mM, and 120 mM) for three exposure times (short: 24 days, medium: 42 days, and
chronic: 57 days). All determinations were made for plants grown under greenhouse
conditions, according to the times of the treatments. The register of the chemical
responses was carried out with different spectrometric and chromatographic methods
(high performance liquid chromatography with diode array detection, HPLC-DAD),
evaluating the antioxidant activity of the phenolic extracts as the free radical scavenging
capacity of 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) and as the reducing power of iron.
Biochemical responses were determined with spectrometric methods, and epigenetic
responses with the methylation-sensitive amplification polymorphism (MSAP) method.
The results showed that the morphometric responses of P. ixocarpa to the different
saline treatments were variable, and in short and medium treatments, salinity exerted
a favorable effect on growth. The chemical and biochemical responses were also
variable in the different treatments, finding that the increase in the concentration of
proline was the only response that showed a clear dependence on the increase in the
concentration of NaCl at any time of exposure, that was the reason why proline was
considered the main mechanism of protection against salt stress for the species.
The phenolic profile was specific to P. ixocarpa, it was formed by one 3-O-glycoside

derivative of the flavonol quercetin, one 3-O-glycoside derivative of the flavonol

iX



kaempferol, and six phenolic acids, including two derivatives of p-coumaric acid. The
concentration of a phenolic acid increased more than 26 times under the most severe
salinity conditions (120 mM NacCl for 57 days), which suggests that its participation as
important as a protector under these particular salinity conditions. The antioxidant
properties of the extracts were not clearly related to the phenolic compounds. The
results of canonical correspondence analysis (CCA), indicated that the exposure time
had an impact mainly on the concentration of total flavonoids, carotenoids, and CAT
activity, while the concentration of NaCl mainly impacted on the concentration of total
phenols, condensed tannins, phenolic acids, proline, and SOD activity. Methylation
levels were also variably affected by the different salt treatments, decreasing under the
120 mM NaCl concentration during the short and medium exposure times, with respect
to the respective controls, and increasing after chronic exposure. A series of principal
component analyzes (PCA) and clustering analysis revealed that all types of responses
(morphometric, chemical, biochemical, and epigenetic) analyzed can support the
development of markers to discriminate between plants grown under each treatment.
The set of different results suggests that P. ixocarpa has developed a complex,
dynamic, and complementary mechanism of defense against saline stress,
differentially modulated by the intensity of salinity and by the time of exposure to it, for
which studies on the potential of tolerance to salinity of a species should be made
across a range of different salt concentrations and during chronic exposures. The
register of the responses may have agronomic and economic implications for this
important species, historically and culturally associated with Mexico.
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1. INTRODUCCION

La importancia del tomatillo (Physalis ixocarpa) en México es de naturaleza
cultural, alimenticia, y econémica. Esta, es una especie nativa de México, que en la
actualidad esta siendo introducida y cultivada en paises de Europa y Asia, ya sea para
el consumo de sus frutos comestibles y ricos en nutrientes, como para el
aprovechamiento de sus bioproductos, principalmente acumulados en sus tejidos
foliares. En México, esta especie también fue domesticada, siendo la unica del género

con ese caracter, de domesticada, en Mesoamérica.

Aunque para P. ixocarpa se han llevado a cabo varios estudios agronémicos
sobre su cultivo y produccion, estudios sobre su potencial de tolerancia a estrés bidtico
y abiotico han sido soslayados, a diferencia de lo que ha pasado con otras especies
del género, como P. peruviana, que es la especie cultivada en la region andina, y P.
alkekengi, que es la unica especie no americana del género. Hasta donde fue posible
investigar para la realizacién del presente estudio, éste es el primero que se realiza
con el fin de determinar las respuestas morfométricas, quimicas, bioquimicas, y

epigenéticas para explorar el potencial de tolerancia a estrés salino del tomatillo.

La mayoria de los estudios sobre la tolerancia de especies de plantas a
condiciones salinas se han hecho bajo una sola concentraciéon de NaCl, que es la sal
mas abundante en los suelos, un solo tiempo de exposicion, y un unico estado de
desarrollo. Sin embargo, los resultados del presente estudio, realizado durante tres
tiempos de exposicion de tomatillo a dos condiciones de salinidad, indican que las
evaluaciones deben tener un caracter cronico y abarcar un intervalo de
concentraciones de sal para lograr una idea detallada de la complejidad de respuestas
que una sola especie es capaz de desplegar ante el estrés salino, lo que reflejara, a
su vez, su potencial de tolerancia. Dada la importancia de P. ixocarpa en México y el
mundo, los resultados de estudios como el presente pueden tener impacto en la
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produccion, expansion de areas de cultivo, y desarrollo de nuevas variedades, de las

cuales actualmente existen pocas (11) para P. ixocarpa.

El marco tedrico, los métodos, los resultados, y las conclusiones del estudio se
describen y desarrollan en las diferentes secciones del presente documento.
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2. MARCO TEORICO

2.1. Estrés

Las plantas son organismos sésiles que estan constantemente expuestas a
condiciones o factores estresantes. Los factores que provocan estrés en plantas se
dividen en: factores bibticos que incluyen virus, insectos, bacterias, nematodos, y
hongos entre otros, y factores abiéticos, tales como la sequia, radiacion, temperatura,

y salinidad, entre otros.

2.1.1. Estrés salino en plantas

El estrés salino es considerado como el que produce mayores pérdidas
econdmicas (Mahajan y Tuteja, 2005) y mas agresivo que otros tipos de estrés abidtico
(Martinez et al., 2016), siendo el cloruro de sodio la sal liberada mas soluble y
abundante (Flowers, 2004).

El estrés salino ha afectado a mas de los 800 millones de hectareas de suelo
alrededor del mundo (FAO, 2008), y el actual cambio climatico esta contribuyendo a
incrementar la salinidad de los suelos (Dasgupta et al., 2015). El estrés salino se

origina por dos tipos de factores:

e Naturales, como son la cercania y la altura sobre el nivel del mar, largos
periodos secos, los cuales condicionan la ocurrencia de procesos de
salinizacion (Manchanda y Garg, 2008), y las caracteristicas fisico-quimicas del
suelo (Smith y Smith, 2007).

e Antropogénicos, como son las practicas agricolas incorrectas, riego con agua
de mala calidad, y sales presentes en desechos animales.



Claudia E. Hernandez Pacheco IPN CIIDIR Unidad Durango Doctorado en Biotecnologia

2.1.2. Efecto de la salinidad en las plantas

Altas deposiciones salinas en el suelo incrementan la dificultad de las plantas
para adquirir agua y nutrientes, causando una disminucion en su desarrollo y
crecimiento. Primeramente, las plantas sufren estrés hidrico, debido a que el potencial
osmotico del suelo es mayor y esto conlleva una disminucién en la absorcién del agua,
posteriormente, las plantas se ven afectadas por la toxicidad idn-especifica, la cual se
presenta por una alta concentracién de los iones de Na y CI en su interior, finalmente
las plantas presentan un desbalance nutricional debido a la alta concentracién de los
iones de Na y Cl reducen la absorcion de nutrientes esenciales para las plantas (Akram
et al., 2010). Todo lo anterior conlleva a una produccién de especies reactivas de
oxigeno, las cuales, cuando se acumulan en la planta, llegan a alterar el ADN, ARN,
lipidos y proteinas, y asi, los patrones de expresion génica (Jaleel et al., 2007),

pudiendo causar la muerte de las plantas.

Las especies reactivas de oxigeno (ERO), generadas en las plantas sometidas
a estrés, son moléculas que en su estructura atomica presentan un electron
desapareado o impar en el orbital externo, proporcionandole inestabilidad y alta
reactividad. Algunos ejemplos de especies reactivas de oxigeno son el anion
superoxido (O2’), peroxido de hidrégeno (H20:), oxigeno singlete (O2) y el radical
hidroxilo (OH-).

Tester y Davenport (2003) reportaron que las hojas son mas vulnerables al Na*
que las raices. Sin embargo, las raices acumulan concentraciones mas bajas de Na*
y CI" que los brotes. Un mecanismo a través del cual las plantas enfrentan el estrés
salino, es minimizando la sal absorbida por las raices y dividiéndola a nivel tisular y
celular para que no se acumule hasta concentraciones téxicas en el citosol de las hojas
(Munns y Tester 2008).

El CI- es un elemento esencial para el crecimiento de las plantas, pero puede

causar toxicidad cuando se encuentra en altas concentraciones en los tejidos
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vegetales (Jacoby 1994; Al-Karaki, 2000; Zhu, 2001). Altas concentraciones de CI
producen quemaduras en las hojas, disminuyen la fotosintesis e inhiben la absorcion
de nitratos (Alam, 1999; Martinez y Cerda, 1989; Zekri y Parsons, 1992). La
concentracion de Na* en las plantas cultivadas en estrés salino suele ser mas alta que
los niveles de K* o Ca?*, debido a la acumulacion de Na* en las raices y brotes (Bohra
y Doerffling, 1993). Los niveles elevados de Na* suelen desplazar el Ca* de las células
de la raiz, cambiando su integridad y la selectividad para la captacion de K* del exterior
(Cramer et al., 1985), causando perturbaciones en la membrana celular y competencia
por los sitios de enlace de potasio (K*), el cual es esencial para el metabolismo
(Bhandal y Malik, 1988; Cerda et al., 1995). Altas concentraciones de Na* también
desplazan los iones de calcio (Ca?*) de los sitios de enlace de la membrana celular en
la raiz, contribuyendo a la alteracion de la permeabilidad, o que causa una salida de
K* de las células y favorece la entrada de Na* (Cramer et al., 1994; Alam, 1999). Estos
efectos se manifiestan en la alteracion del funcionamiento de algunas enzimas (Niu et
al., 1995), inhibicion de la division celular y de la fotosintesis, reduccion del crecimiento
(Hanin et al., 2016), y dependiendo de la intensidad y duracion del estrés salino, las

plantas pueden eventualmente morir.

Las plantas han desarrollado distintos mecanismos morfoldgicos, bioquimicos,
y quimicos para adaptarse a condiciones de estrés (Garcia et al., 2009).

2.1.3. Mecanismos morfolégicos de las plantas de adaptacion a estrés salino

Entre los mecanismos morfoldgicos esta el incrementar el grosor de la cuticula
de las hojas y la deposicion de ceras en las mismas para disminuir la pérdida de agua,
reduciendo el impacto del estrés hidrico provocado por la salinidad (Gorham et al.,
1985), y reducir la expansion foliar (Leidi y Pardo, 2002).
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2.1.4. Mecanismos bioquimicos de las plantas de adaptacién a estrés salino

Como la generacion de un estado de oxidacion en las células de plantas
sometidas a estrés salino es detonante de desarreglos fisiolégicos y morfolégicos, las
plantas pueden desplegar, dependiendo de la especie, una gama amplia de
actividades enzimaticas, tales como catalasa, superdxido dismutasa, peroxidasa, y
glutation reductasa, entre otras (Sarker y Oba, 2018), e incrementar los niveles de
osmolitos, los cuales permiten a las células retener agua y contribuyen a combatir el

estado de desbalance oxidativo; entre ellos estan la prolina y el manitol (Li et al., 2019).

2.1.4.1. Prolina

Uno de los osmolitos mas frecuentemente encontrados en plantas sometidas a
estrés salino es la prolina. Este aminoacido puede desempefiar muchas y variadas
funciones dentro de las células vegetales, tales como proteger contra la
desnaturalizacion de las proteinas, estabilizar las membranas celulares al interactuar
con los fosfolipidos, eliminar radicales hidroxilo, ser fuente de energia y nitrégeno,
mediar el ajuste osmotico, estabilizar reacciones fotosintéticas y la estructura de
proteinas del complejo fotosintético Il, y estimular la sintesis de ATP (Claussen, 2005;
Verbruggen y Hermans, 2008). Debido a esa amplia y diversa gama de funciones, la
prolina es uno de los principales osmolitos en respuesta a diferentes tipos de estrés,
tanto biotico como abiotico (Verbruggen y Hermans, 2008; Silveira et al., 2003; Heuer,
2003).

2.1.4.2. Superoéxido dismutasa (SOD)

La superoxido dismutasa es una metaloenzima que presenta diferentes formas
de acuerdo al metal que actue como cofactor: fierro (FeSOD), manganeso (MnSOD),
cobre (CuZnSOD), y niquel (NiSOD). Esta enzima representa una de las primeras
lineas de defensa de las células frente al estrés oxidativo ya que contribuyen a la
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dismutacion del anion superoxido (O27), a especies menos reactivas (O2 y H20>),

catalizando la siguiente ecuacion:

205 + 2H* - H,0, + 0,

Superoxido dismutasa elimina el O2" generado en las plantas sometidas a
diferentes tipos de estrés, tales como salinidad, calor, sequia, y metales (Gill et al.,
2015)

Sin embargo, el peréxido de hidrégeno también es una especie reactiva de
oxigeno que se genera en plantas sometidas a diferentes tipos de estrés, incluido el
salino, el cual necesita ser eliminado por las plantas. La eliminacion de esta especie
reactiva se lleva a cabo por medio de otras enzimas, como la ascorbato peroxidasa y
la catalasa.

2.1.4.3. Catalasa

La catalasa también es una metaloenzima que tiene diferentes formas, esta
presente en los peroxisomas y mitocondrias de plantas, animales, y bacterias
aerobicas (Chance y Maehly, 1955), y es capaz de degradar el peroxido de hidrégeno

(H202), convirtiendolo en agua y oxigeno molecular, a través de la siguiente ecuacion:

2H,0, — 2H,0 + 0,

Estructuralmente, las catalasas estan conformadas por un grupo hemo que
contiene un atomo de fierro ferroso y un anillo de porfirina, tetrapirrol ciclico, en cada
subunidad para formar el sitio activo de la enzima (Chelikani et al., 2004), todas las

formas de catalasas han sido descritas en diferentes especies de plantas.
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2.1.5. Mecanismos quimicos de las plantas de adaptacion a estrés salino

Los mecanismos quimicos de las plantas contra el estrés salino estan
representados por la sintesis y acumulacion de metabolitos especializados (o
secundarios), tales como los compuestos fendlicos y los carotenoides (Ahanger et al.,
2018; Li et al., 2019).

Se consideraba que los metabolitos secundarios no tenian una relaciéon directa
con el crecimiento y desarrollo de las plantas (Lustre, 2022). Sin embargo, al presente
se ha reportado una gama muy amplia de funciones fisioldgicas y ecoldgicas que estos
metabolitos llevan a cabo en las plantas, por lo que el término “metabolitos
especializados” actualmente se considera mas adecuado (Corso et al., 2020). Entre
las funciones que desempefan en las plantas se encuentran la proteccion contra
diferentes tipos de estrés abidtico (Lini¢ et al., 2019; Coung et al., 2020; Farooq et al.,
2021; Ghanem et al., 2021), como defensa contra el ataque de herbivoros (Singh et
al., 2021) y patégenos (Yao et al, 2019; Modesto et al, 2021), y como agentes
alelopaticos (Bi et al., 2022).

Con base en su origen biosintético, los metabolitos especializados se clasifican
en tres grandes grupos: los compuestos fendlicos, los compuestos nitrogenados, y los
compuestos terpénicos (Taiz y Zeiger, 2006).

Los sistemas de defensa quimica de las plantas se dividen en dos tipos:
constitutivos, es decir, ocurren de forma permanente y se encuentran en superficies
de tejidos o almacenados y disponibles para ser liberados al ser necesarios, e
inducidos, es decir, las plantas inducen su produccién como respuesta al ataque o al
estrés (Kaplan et al., 2008).

Para muchas especies de plantas, la acumulacion de compuestos fendlicos,
muchos de ellos antioxidantes (Almaraz-Abarca et al., 2007), son la primer respuesta
al estrés salino, como para la col china (Samec et al., 2021), alforfén (Fagopyrum
esculentum) (Lim et al., 2012) y pdleo (Mentha pulegium) (Oueslasti et al., 2010). Ya

8
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que tendencias especie-especificas de la composicion fendlica de las plantas se ha
encontrado para muy diversos grupos de plantas, como algunas especies de Pinus
(Almaraz-Abarca et al., 2006), de Physalis (Medina-Medrano et al., 2015), y de
Brassica (Lini¢ et al., 2019), la diversidad de compuestos fendlicos acumulados por
plantas bajo estrés salino debe ser muy grande.

La composicion fendlica de las plantas, principalmente en términos de
concentracion, puede ser afectada por el genotipo (Yang et al., 2018), por el origen
geografico (del Valle et al., 2015), y por las condiciones de crecimiento (Hernandez-
Pacheco et al., 2022). También puede variar, cuantitativa y cualitativamente, entre los
diferentes tejidos (Medina-Medrano et al., 2015) y los diferentes estados de desarrollo
de una misma planta (Cobaleda-Velasco et al, 2017a), esto los convierte en
importantes quimiomarcadores en el control de calidad de alimentos vegetales y sus
derivados.

2.1.5.1. Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos son moléculas que poseen uno 0 mas grupos
hidroxilo unidos a un anillo aromatico (Ambriz-Pérez et al., 2016) y se encuentran
ampliamente distribuidos en las plantas (Caretto et al., 2015). Los compuestos
fendlicos tienen diversas funciones, tales como proteccién contra factores externos,
bidticos o abioticos; también son responsables, junto con los carotenos, del color de
las plantas, funcionan como compuestos alelopaticos, y debido a que pueden
proporcionar un olor desagradable a las plantas o son téxicos, actuan como agentes
disuasivos para herviboros (Mierziak et al., 2014; Pagare et al., 2015; Verma y Shukla,
2015; Zhang, et al., 2018). Ademas, los compuestos fendlicos poseen actividades que
son de importancia farmacologica y médica, tales como antimicrobianas,
antidiabéticas, antioxidantes, y antiinflamatorias (Hussain et al., 2019; Montané et al.,
2020), entre otras.
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Dentro de los compuestos fendlicos, los flavonoides y los acidos fendlicos son
los que se encuentran mayormente distribuidos en las plantas (Ghasemzadeh y
Ghasemzadeh, 2011).

Los flavonoides son compuestos fendlicos con una estructura basica de 15
carbonos (C6-C3-C6) distribuidos en dos anillos aromaticos (A y B), y un heterociclo
(C) (Figura 1). De acuerdo al grado de oxidacion que presentan en el anillo C, asi como
la presencia y posicionamiento de diferentes grupos sustituyentes (hidroxilo, metoxilo,
y glicosil) en su estructura, se pueden distinguir diferentes tipos. Los mas comunmente
encontrados en las plantas son los flavonoles y las flavonas (Tovar del Rio, 2013).
Estos tipos de flavonoides se caracterizan por tener un doble enlace entre los carbonos
2y 3 y un grupo carbonilo en el anillo C (Figura 2). La diferencia entre ellos es que las
flavonas carecen de un grupo hidroxilo en el carbono 3, mientras que los flavonoles
poseen este grupo. Otros tipos de flavonoides son las flavanonas, isoflavonas, flavan-
3-oles, antocianinas, auronas, xantonas, y taninos condensados, estos ultimos son
polimeros cuyas unidades estructurales tienen la estructura basica de los flavonoides.
Se han aislado e identificado aproximadamente 6000 compuestos flavonoides y
muchos son comunes en plantas vasculares (Tolonen et al., 2002; Austin y Noel,
2003), grupo en el que se encuentra la mayor diversidad estructural de estos
compuestos (Hrazdina, 1992).

Figura 1. Estructura basica de los flavonoides.

10
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La estructura basica de los acidos fendlicos es C6-C1y C6-C3, los primeros son
derivados del acido benzoico, como los acidos salicilico y galico, y los segundos son
derivados del acido cinamico, como los acidos caféico y clorogénico (Figura 2). Los

acidos fenolicos son también muy abundantes en plantas (Ali y Neda, 2011).
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Figura 2. Estructura de acidos fendlicos derivados del acido cinamico (A) y de los
acidos fenolicos derivados del acido benzoico (B).

2.1.5.2. Carotenoides

Los carotenoides son tetra terpenos, que se encuentran presentes en las
plantas dando los colores anaranjados, rojos y amarillos (Kiokias et al., 2016). Uno de
los carotenoides con mayor distribucion en el reino vegetal es el B-caroteno (Figura 3),
el cual es el precursor de la vitamina A (Rao y Rao, 2007). Una de las principales
funciones de los carotenoides es proteger las células vegetales de la oxidacion, por lo
tanto, son considerados como antioxidantes (Zakynthinos y Varzakas, 2016). También
desempenan funciones esenciales en el proceso de fotosintesis, como compuestos
captadores de luz y como parte de los complejos antena de transferencia de energia,

y en el de fotoproteccion de las plantas (Mirkovic et al., 2017).

11



Claudia E. Hernandez Pacheco IPN CIIDIR Unidad Durango Doctorado en Biotecnologia

CH,3

CH, CH, CHs

HC
D P e\ 2 2 N \w
CH,

CH, CH, CH,

Figura 3. Estructura del B-caroteno
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2.2, Epigenética

La regulacién de la expresion de genes involucrados en la sintesis de los
componentes de los mecanismos quimicos y bioquimicos de las plantas contra el
estrés salino obedece a la activacion de esos genes. Esa activacion depende mucho
de los niveles de metilacion presentes en ellos, principalmente en las regiones
promotoras, los cuales son modulados por diferentes condiciones ambientales
(Mirouze y Paszkowski, 2011). La regulacion, no debida a cambios de secuencia en el
ADN, de la expresion geénica, por factores ambientales, es el objeto de estudio de la
epigenética. Conrad H. Waddington en 1942 acufio el término epigenética para
referirse a la interaccion entre el genotipo y fenotipo. La epigenética se define como
los cambios heredables en la expresion génica en los cuales no estan implicadas las
modificaciones en la secuencia del ADN (Bonasio et al., 2010). Los mecanismos
epigenéticos participan en la respuesta del genoma a cambios ambientales (Duncan,
2014).

2.2.1. Procesos epigenéticos

Los procesos epigenéticos incluyen la modificacion de las histonas, procesos
de regulacion mediados por moléculas de ARN-no codificante y la metilacién del ADN
(Meyer, 2015). Varios reportes indican que la metilacion del ADN se encuentra

implicada en la expresion de genes derivados de respuestas a diferentes tipos de
12
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estrés en una amplia gama de especies vegetales como, por ejemplo, la sequia o el
frio en arroz (Garg et al., 2015; Pan et al., 2011), la salinidad en Arabidopsis, trigo,
arroz, y maiz (Bilichak et al., 2012; Zhong et al., 2009; Karan et al., 2012; Tan, 2010),

y metales pesados en arroz (Ou et al., 2012).

2.2.2. Metilacion del ADN

El proceso de metilacion del ADN es ampliamente aceptado como un
mecanismo de proteccion del genoma contra factores desfavorables que pueden
alterar una secuencia de ADN (Bender, 1998). Consiste en la adicién covalente de un
grupo metilo (-CH3) al carbono 5° de la citosina de una molécula de ADN (Figura 4),
generalmente ocurre cuando se encuentra una citosina adyacente en 5’a una guanina,
formando el dinucledtido CpG. Las regiones ricas en CG, entre el 60 y 70% de CG, se
denominan islas CpG, suelen encontrarse en las regiones promotoras, por lo que estan
asociadas a sitios de inicio de la transcripcion, reprimiéndola y afectando la expresion
de los genes (Zhang et al., 2006; Cokus et al., 2008). Este proceso es mediado por las

enzimas ADN-metiltransferasas (DNMTs por sus siglas en inglés).
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Figura 4. Metilacion de la citosina

La metilacion del ADN es un mecanismo epigenético frecuentemente presente
en eucariotas, como animales, plantas y hongos (Varriale, 2014). En las plantas, el
ADN se ha encontrado metilado en los sitios CpG, CpHG, y CpHH (H representa A, C,
o T). Las plantas con un nivel reducido de metilacion son capaces de crecer,
desarrollarse y competir con otras por la disponibilidad de recursos (Yaish, 2013).
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2.2.3. Técnica MSAP (Amplificacion de Polimorfismos Sensibles a la Metilacion)

Esta técnica permite obtener informacion sobre los niveles de citosinas
metiladas. Es una modificacién de la técnica de AFLP (Amplified Fragment Lenght
Polymorphism, por sus siglas en inglés), la cual utiliza dos enzimas de restriccion, la
EcoRl 'y la Msel. En el caso de la técnica MSAP la enzima Msel es sustituida por dos
enzimas de restriccion, las cuales son isoesquizomeros (Mspl 'y Hpall) que reconocen
el mismo sitio de restriccion (5-CCGG-37), pero tienen diferente sensibilidad a la
metilacion de la citosina. Algunas ventajas de la técnica MSAP es que ha sido
ampliamente utilizada en plantas y animales, es flexible, y relativamente de bajo costo
(FulneCek y Kovafrik, 2014).

El primer paso de la técnica MSAP consiste en la digestién del ADN en dos
reacciones paralelas, cada una con una de las enzimas Hpall o Mspl, combinandas
con la enzima EcoRl, o bien en una reacciéon concombiando ambos isoesquisomeros
con EcoRI. Posteriormente, se realiza una ligacion de adaptadores de secuencia
conocida a los fragmentos que se obtuvieron en la digestién. Para la amplificacion
preselectiva por PCR, se incorporan nucleoétidos selectivos, y los productos se utilizan
como sustrato para una segunda amplificacion conocida como amplificacién (por PCR)
selectiva, en la cual se utilizan cebadores con dos o tres nucledtidos selectivos. Los

productos de PCR, se analizan mediante electroforesis en geles de acrilamida.

2.2.4. Contribucion de la epigenética a la adaptacion de las plantas ante el estrés

Actualmente se ha reportado que el epigenoma juega un papel crucial en la
respuesta de las plantas al estrés, favoreciendo la adaptabilidad de las mismas, por
medio de la activacion o represion de genes. Estas modificaciones epigenéticas se
quedan en la “memoria” de las plantas, ya que cuando surja otro evento adverso
puedan responder eficientemente a estas condiciones, ademas estas modificaciones
pueden transmitirse de generacion en generacion (Turgut-Kara et al., 2020). La
plasticidad fenotipica, floracion temprana, cambios en la morfologia de las hojas,
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tamano de la planta son resultado de los procesos epigenéticos, y es fundamental para

la evolucidn de las especies (Zhang et al., 2013).

2.3. Physalis ixocarpa

El género Physalis pertenece a la familia Solanaceae. Con entre 70 y 90
especies, Physalis es el quinto género mas grande de la familia (Whitson y Manos,
2005). Sin embargo, no existe un consenso sobre el numero de especies que forma el
género, asi, Martinez et al. (2011) estiman para Physalis 89 especies. El punto de
acuerdo entre los diferentes autores es que México alberga el mayor numero de
especies del género y el mayor numero de especies endémicas, por lo que México es
considerado centro de origen y diversidad del género (D Arcy, 1991; Vargas-Ponce et
al., 2015), ademas de centro de domesticacion de algunas de las especies (Martinez,
1999; Alaves-Goméz et al., 2009).

El género Physalis se distribuye desde Estados Unidos, México y Sudameérica,
incluyendo las Antillas (Vargas-Ponce et al., 2011) y solo una especie del género (P.
alkekengi) se encuentra en Eurasia (Whitson y Manos, 2005). En México, de manera
natural, el estado con mas especies del género es Jalisco, con 35 (Vargas-Ponce et
al., 2003). En Durango, el numero se estima en 20 (Gonzalez-Elizondo et al., 1991;
Gonzalez-Elizondo et al., 2007).

Las especies de Physalis producen frutos comestibles, conocidos en México
como tomate verde, tomate de cascara, miltomatl, tomate de milpa, tomate de hoja,
tomatillo o miltomate (Montes-Hernandez et al., 1994). La palabra tomate es de origen
nahuatl (ayachtomatl), ayacach (tli), significa sonaja o cascabel y tomatl significa
tomate. Los frutos de varias especies del género son comestibles y han estado
asociados de manera historica, cultural, y alimenticia con los pueblos de México desde
tiempos prehispanicos (Hernandez y Yanez, 2009).
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Existen 16 taxa de Physalis que son ampliamente consumidos en México
durante todo el afio, o utilizados con fines ormamentales o medicinales (Martinez
1998). Sin embargo, la especie cultivada en México es Physalis ixocarpa. El tomate de
cascara ha tenido gran auge por lo que se han desarrollado nuevas variedades con
las caracteristicas que requieren los diferentes mercados. México cuenta con 11
variedades de Physalis ixocarpa registradas segun el Servicio Nacional de Inspeccion
y Certificacion de Semillas (SNICS): Diamante, Manzano, Tepetlixpa, Milpero Tetela,
Potrero, Puebla SM3, Rendidora, Salamanca, Tamazula SM3, Tecozautla 04, Yema
de Huevo, y CHF1 Chapingo (SNICS, 2012). Una de las variedades mayormente
utilizadas para la produccion de tomatillo es Rendidora, por lo cual es considerada una
de las variedades mas importantes (Cruz-Alvarez et al., 2012).

2.3.1. Importancia comercial de Physalis ixocarpa en México

El tomate de cascara es una de las principales hortalizas que se cultivan en
México para la venta interna y la exportacion. El tomate verde ocupé el quinto lugar de
produccion en México, entre las hortalizas producidas en 2011 (SIAP, 2012). De
acuerdo al SIAP (2018), en México, en 2018, se obtuvo una produccion de 421 769
Ton del tomate de cascara, siendo los estados con mayor produccion Sinaloa, Sonora,
Nayarit, Jalisco y Michoacan (155 732, 42 195, 40 361, 24 918, 24 250 Ton,
respectivamente). Actualmente el tomate de cascara se cultiva en 27 de los 32 estados
de la Republica Mexicana, ademas como especie introducida se cultiva en algunos
paises asiaticos y europeos (Khan et al. 2016; Naumova et al. 2019).

En México, debido al incremento en su demanda, se busca expandir las areas
de cultivo (Valdivia-Mares et al., 2016). Regiones aridas y semiaridas cubren mas de
la mitad del territorio del pais (Pérez-Aguilar et al., 2021); sin embargo, diferentes
factores han ocasionado que estas regiones estén siendo particularmente afectadas
por la salinidad, la cual esta entre los principales factores abidticos que limitan la
productividad vegetal (Cuong et al., 2020). En este marco, se vuelve relevante realizar
estudios sobre las respuestas de P. ixocarpa a la salinidad.
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El tomate de cascara es un cultivo con alto valor nutricional, posee acido
ascorbico, vitamina C, vitamina K, niacina, magnesio, calcio, fosforo y fierro ademas
es una fuente de fibra (1.5 - 4.3 %) para el organismo (Bock et al., 1995; Ayala, 1992).
Otras cualidades que se le atribuyen a algunas especies de Physalis son sus
propiedades ornamentales y curativas o medicinales, ya que es utilizada para tratar
infecciones respiratorias, desérdenes intestinales, gripa, fiebre, amigdalitis y diabetes
(Caceres et al., 1991; Dimayuga et al., 1996; Argueta, 1994). Sin embargo, estas
caracteristicas son escasamente conocidas y aprovechadas. Dos estudios enfocados
a conocer estos aspectos son el de Medina-Medrano et al. (2015), quienes reportaron
importantes contenidos de compuestos fendlicos antioxidantes para los frutos, calices,
y hojas de seis especies de Physalis, y el de Cobaleda-Velasco et al. (2017a), quienes
determinaron la variacion de la composicion fendlica y propiedades antioxidantes de
diferentes partes de P. angulata, una especie comestible, en proceso de
domesticacion, con un importante potencial de cultivo (Vargas-Ponce et al., 2015), en
cuatro estados de desarrollo.

2.3.2. Caracteristicas botanicas y etapas de crecimiento de Physalis ixocarpa

El tomate de cascara o tomatillo (Physalis ixocarpa Brot.) (Figura 5) es una
especie anual, de 0.9 a 1.2 m de altura, el tallo es glabro, herbaceo o ligeramente
lefioso en la base. Las hojas son delgadas compuestas, ovalas, lanceoladas, entre 5
y 7.5 cm de largo, dentadas y con peciolos largos de textura suave. Las flores son
bisexuales, perfectas y hermafroditas, abiertas de 1.8 cm de diametro, con bordes
amarillos brillantes, monopétalas con corola, presentan cinco manchas de color pardo
negruzco, las anteras son purpuras; por lo general las flores estan sobre pedicelos
axilares, el caliz es pentadentado, tiene cinco estambres; el estilo es delgado; el
estigma casi bilobulado. El fruto es una baya amarilla o verdosa, mide de 1 a 5 cm de
diametro globoso, liso, cubierto por el caliz avejigado (Taboada y Oliver, 2004).
Ramirez et al. (2013) desarrollaron una escala fenologica para Physalis peruviana L.,
la cual podria aplicarse a otras especies del género. Estos autores presentan cuatro
etapas de crecimiento: la etapa 1 (GS1 por sus siglas en inglés Growth Stage) se
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presenta a los 25 dias de edad de la planta y presenta el primer par de hojas (GS-102
de acuerdo con la escala BBCH (Biologische Bundesanstalt Bundessortenamt and
Chemical)); la etapa de desarrollo 2 (GS2) se presenta a los 42 dias de edad de la
planta y su caracteristica es que las plantas presentan floracién temprana (GS entre
602 y 608 de acuerdo a la escala BBCH); la etapa de desarrollo 3 (GS3) se presenta
a los 57 dias de edad de la planta, las plantas presentan mucho follaje floracion tardia
y frutos inmaduros (GS 701 de acuerdo a la escala BBCH), y finalmente la etapa de
desarrollo 4 (GS4), que se presenta a los 115 dias de edad de la planta, ésta presenta
frutos maduros y se encuentra en declive (GS entre 806-809 de acuerdo a la BBCH).

La clasificacion taxonémica del tomate de céscara es la siguiente:

Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Solanales
Familia: Solanaceae
Género: Physalis

Especie: P. ixocarpa

Figura 5. Plantas de tomate de cascara (Physalis ixocarpa). A): Etapa de crecimiento
GS1; B): Etapa de crecimiento GS2; C): Etapa de crecimiento GS3
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2.3.3. Metabolitos encontrados en el género Physalis

En el género Physalis se ha reportado una gran variedad de metabolitos
secundarios, los cuales se utilizan principalmente con fines medicinales, ya que
presentan actividades antimicrobianas, antibacterianas, antiinflamatorias, entre otras
actividades (Gonzalez-Mendoza et al., 2010; Khan et al. 2016). Algunos de los
compuestos fendlicos bioactivos encontrados en este género son flavonoides,
quinonas, taninos, y acidos fendlicos, entre los cuales se encuentran el acido tartarico,
ascorbico, cafeico, y cumarico, entre otros (Cobaleda-Velasco et al., 2017a; Medina-
Medrano et al., 2015; Nathiya y Dorcus, 2012).

También se han encontrado derivados terpénicos, tales como carotenos
(Cantwell et al., 1992), witandlidos, y fisalinas (Vasina et al., 1986; Drost-Karbowska
et al., 1993). Witandlidos y fisalinas son esteroides lactonicos (Glotter, 1991), las
ultimas representando un estado altamente oxidado de los primeros (Makino et al.,
1995). En contraste con P. peruviana, la especie sudamericana cultivada del género,
para la cual ha habido un numero importante de estudios sobre su composicion
fitoquimica (por ejemplo, Gautam et al., 2015; Narvaez-Cuenca et al., 2014; Maruenda
et al., 2018; Kasali et al., 2021; Kasali et al., 2022; Kathare et al., 2021; Vaillant et al.,
2021; Monroy-Velandia y Coy-Barrera, 2021), la exploraciéon de la composicion
fitoquimica de P. ixocarpa ha sido menos abordada, entre los trabajos hechos estan
los de Cobaleda-Velasco et al. (2017b) y Hernandez-Pacheco et al. (2022), por lo que

existe aun un importante vacio de conocimiento sobre este aspecto para la especie.

2.3.4. Salinidad y Physalis ixocarpa

La tolerancia a la salinidad depende en mucho del genotipo, de la especie o
cultivar (Santa-Cruz et al., 2002; De Ledn et al., 2015). Existen plantas tolerantes,
moderadamente tolerantes, moderadamnte sensibles, y plantas muy sensibles.
Physalis se considera glicofita, como la mayoria de los cultivos horticolas, y

generalmente se cree que tiene poca o nula tolerancia a la salinidad (Gratt y Grieve,
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1999). Muchas de las especies de Physalis crecen como especies asociadas a cultivos
principales, dentro de los sistemas agricolas que en México se llaman milpa, por lo
que se considera que han desarrollado caracteristicas de adaptacién y resistencia a
condiciones adversas (Hernandez y Yanez, 2009). Sin embargo, a pesar de su
importancia como planta comestible y medicinal, existen pocos estudios enfocados a
explorar las diferentes respuestas de la especie al estrés salino, entre ellos estan el de
Esringu et al. (2011) y el de Rosas-Medina et al. (2020). Esto contrasta con el numero
de trabajos realizados para la especie del mismo género econémicamente importante
en la region andina del continente americano, Physalis peruviana, la cual ha sido mas
estudiada (Miranda et al. 2010a; Miranda et al. 2010b; Miranda et al. 2014; de Souza
et al. 2014; Cebeci y Hanci 2015; Celikli et al. 2017); sin embargo, los estudios hechos
se han centrado principalmente sobre las respuestas morfoldgicas y fisiologicas,
dejando de lado las respuestas quimicas y bioquimicas.
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3. JUSTIFICACION

El cambio climatico esta provocando un aumento de suelos salinos a nivel
mundial, principalmente en las regiones aridas y semiaridas. En México, este tipo de
regiones comprende mas de la mitad de su territorio y la salinidad es considerada
como uno de los factores que provoca mas pérdidas econdmicas en la produccion de
alimentos de origen vegetal. El aumento de la demanda de tomatillo en el pais busca
expandir el area de cultivo de la especie. Por tal razon, el desarrollo de variedades
adaptadas a suelos salinos es de gran relevancia. Para lograr esto, es necesario
realizar estudios como el presente para entender los mecanismos de proteccion que
Physalis ixocarpa es capaz de desarrollar bajo condiciones salinas, ya que es una
especie rica en nutrientes y compuestos bioactivos, muy arraigada de manera cultural
y alimenticia a las diferentes culturas de México desde tiempos precolombinos, y muy

poco estudiada por su respuesta a este tipo de estrés.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Determinar el efecto del estrés salino sobre las caracteristicas morfométricas,

la composicion fendlica, la actividad de enzimas del estrés oxidativo, y los niveles de

metilacion gendmica en hojas de Physalis ixocarpa var. Rendidora en tres tiempos de

exposicidn, en condiciones de invernadero.

4.2. Objetivos especificos

1.

Determinar los cambios morfolégicos (longitud de la planta, largo y ancho de
hoja, longitud de la raiz) causados por estrés salino en P. ixocarpa var

Rendidora en tres tiempos de exposicion (24, 42, y 57 dias).

. Determinar la variacion de la composicidon fendlica foliar de P. ixocarpa var.

Rendidora en respuesta a estrés salino, por medio de métodos
espectrométricos (UV-visible), y de HPLC-DAD.

Determinar las variaciones en las actividades de enzimas antioxidantes (CAT y
SOD) y contenidos de prolina provocadas por estrés salino en hoja de P.
ixocarpa var Rendidora en tres estados de desarrollo.

Determinar los cambios de los niveles de metilacion del ADN, usando el método
MSAP, en hojas de P. ixocarpa var Rendidora provocados por estrés salino en

tres estados de desarrollo.
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5. METODOLOGIA

5.1. Material vegetal y tratamientos salinos

Semillas de Physalis ixocarpa var. Rendidora fueron germinadas en un
invernadero ubicado en el Centro Interdisciplinario de Investigacion para el Desarrollo
Integral Regional unidad Durango del Instituto Politécnico Nacional (CIIDIR-IPN
Durango, México (24° 3' 5" N, 104° 36' 34" W), utilizando charolas de poliestireno con
turba-agrolita (8:2) como sustrato. Después de 45 dias, las plantas fueron
trasplantadas a bolsas de 6 L con sustrato de lombricomposta. Después de la aparicion
de las hojas verdaderas (ocho dias después de la germinacion, que correspondié a
una germinabilidad de 100%), las plantulas fueron sometidas a los diferentes
tratamientos salinos, los cuales se muestran en la Tabla 1. Las plantas de los
tratamientos control recibieron solucion nutritiva (nitrato de potasio, 0.50 g/L; nitrato de
calcio, 0.70 g/L; nitrato de magnesio, 0.20 g/L; fosfato de amonio, 1.00 g/L; sulfato de
potasio, 0.50 g/L; y micronutrientes 0.20 g/L) tres dias/semana. Los lotes
experimentales estuvieron formados por 30 plantas. Las colectas se hicieron de
acuerdo a los tratamientos, a los 24, 42 y 57 dias, que corresponden a las etapas de
crecimiento GS1, GS2 y GS3.

Las temperaturas minimas y maximas en el invernadero variaron entre 14.9 y
17.7 °C, y 33.5 y 46.7 °C, respectivamente, durante todo el estudio. El fotoperiodo
diario fue de 13 h.
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Tabla 1. Tratamientos salinos a los que se sometio a Physalis ixocarpa.

Concentracion de NaCl  Tiempo de Exposicion
Tratamiento

(mM) (Dias)
C-24D 0 24
90-24D 90 24
120-24D 120 24
C-42D 0 42
90-42D 90 42
120-42D 120 42
C-57D 0 57
90-57D 90 57
120-57D 120 57

0 mM de NaCl correspondié a una conductividad eléctrica de 0.96 dS/m, 90 mM a
10.35dS/m, y 120 mM a 14.04 dS/m.

5.2. Medicion de las variables morfométricas

Se registraron cuatro caracteristicas morfomeétricas: altura de la planta desde la
base del tallo hasta el nudo mas joven del tallo, largo y ancho de hoja y largo de raiz.
Estas medidas fueron tomadas utilizando un vernier (Surtek, 0-150mm; 122200). Los

registros se hicieron para 15 plantas seleccionadas al azar por cada tratamiento.

5.3. Preparacion de los extractos fendlicos

Para la preparacion de extractos fendlicos se utilizé tejido foliar seco y molido
de Physalis ixocarpa var. Rendidora (3 g) sometidos a diferentes tratamientos salinos
(Tabla 1). El tejido foliar se macerd en etanol al 80% (v/v) por 24 h en agitacion (100
rpm). Posteriormente, los extractos fueron centrifugados a 6000 rpm por 10 minutos.
El sobrenadante fue recuperado y el precipitado fue extractado nuevamente bajo las
condiciones antes mencionadas. Los sobrenadantes de una misma muestra fueron

mezclados para formar el extracto crudo. Los extractos crudos se concentraron a
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sequedad y se resuspendieron en el volumen de etanol requerido para una

concentracion de 100 mg/mL, para su posterior analisis.

5.4. Determinacion del contenido de fenoles totales (TP)

En el presente estudio se exploraron los impactos de diferentes tratamientos
salinos sobre las caracteristicas quimicas y bioquimicas de las hojas de P. ixocarpa
debido a que éstas son las partes en donde se llevan a cabo importantes procesos
bioquimicos y fisiolégicos para el desarrollo de la planta. Para determinar el contenido
de fenoles totales se utilizé el método colorimétrico de Folin-Ciocalteu reportado por
Singleton y Rossi (1965). A 200 uL de extracto crudo se adicion6 1 mL del reactivo de
Folin-Ciocalteu (1:10 diluido en agua destilada), la mezcla se dejo reposar durante 4
minutos y posteriormente se agregaron 800 uL de una solucion saturada de carbonato
de sodio (75 g/L). Después de 2 horas de incubacion a temperatura ambiente y en
oscuridad, se registro la absobancia a 765 nm. El acido galico fue utilizado como
estandar para la construccién de una curva de calibracion en concentraciones de 25,
50, 100 y 200 mg/L (Abs7es = 11.246 [acido galico] - 0.0189, r = 0.9998). La
concentracion de fenoles totales fue expresada como miligramos equivalentes de

acido galico por gramo de extracto seco (mg GAE/g ES).

5.5. Determinacion de taninos condensados (TCT)

El contenido de taninos condensados se realizé siguiendo la metodologia
descrita por Julkunen-Tiitto (1985). Se utilizaron 125 uL de extracto crudo que se
mezclaron con 750 uL de una solucién de vainillina al 4%, la cual fue disuelta con
metanol absoluto, finalmente, a esta mezcla se agregaron 375 puL de acido clorhidrico
concentrado. Se dejo reposar por 20 minutos en oscuridad, la absorbancia se registré
a 500 nm. EIl contenido de taninos condensados se estimé a partir de una curva
estandar construida con cinco concentraciones (12.5, 25, 50 y 100 mg/L) de
epicatequina (Absspo = 2.1932 [epicatequina] + 0.015, r = 0.9949). Los resultados se
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expresaron en miligramos equivalentes de epicatequina por gramo de peso seco (mg
EE/g ES).

5.6. Determinacion de los perfiles fendlicos por medio de HPLC-DAD vy

contenidos de flavonoides (TF) y acidos fendélicos (PA)

Los analisis de HPLC-DAD se realizaron para extractos enriquecidos en fenoles,
los cuales se prepararon fraccionando con acetato de etilo cada uno de los extractos
crudos (1:1 v/v), recuperando y concentrando a sequedad las fases organicas, y
resuspendiéndolas en el volumen de metanol requerido para una concentracion de 100
mg/mL. Los analisis se hicieron en un equipo Perkin Elmer Flexar, utilizando el método
de gradiente descrito por Campos y Markham (2007), con una columna Perkin Elmer
Brownlee Analytical C18 (4,6 x 250 mm, 5 ym). Los cromatogramas se registraron a
260 y 340 nm, mientras que los espectros UV de los picos resueltos se registraron
entre 200 y 400 nm, utilizando un detector de arreglo de diodos (DAD) Perkin Elmer

Flexar. El volumen de inyeccion fue de 100 puL y la velocidad de flujo fue de 0.8 mL/min.

La informacién estructural de los picos resueltos en los cromatogramas se
obtuvo interpretando los espectros UV de acuerdo a Campos y Markham (2007) para
flavonas, flavonoles y acidos fendlicos, asi como comparando el tiempo de retencion
(RT) y Amax de los compuestos resueltos en los cromatogramas con los de los
siguientes estandares: acido cafeico (RT: 22.55 min; Amax: 296sh, 325), acido ferulico
(RT: 34.89 min; Amax: 239sh, 296sh, 324), y rutina (quercetina-3-O-[rhamnosil(1-6)-
glucosido], RT: 32.33 min; Amax: 256, 264sh, 294sh, 356). Las concentraciones de los
compuestos principales se estimaron mediante un método de estandar externo, por
mediciones de area bajo la curva, y utilizando una curva estandar de rutina (pendiente:
6564.40, intercepcidon: 127.33, r = 0.9965) para los flavonoides, y una curva estandar
de acido cafeico (pendiente: 39870.00, intercepcion: 6372.9, r = 0.9985) para los
acidos fendlicos y sus derivados. El contenido de cada compuesto se expresé en
microgramos por gramo de extracto seco (ug/g ES). El contenido total de flavonoides

se estimd sumando las concentraciones individuales de flavonoides en una muestra,
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mientras que el contenido total de acidos fendlicos se estimé sumando las
concentraciones individuales de acidos fendlicos en una muestra. Las concentraciones

se expresaron en miligramos por gramo de extracto seco (mg/g ES).

5.7. Determinacion de carotenoides (CR)

El contenido de carotenoides en las diferentes muestras se determin6é de
acuerdo a Scott (2001). Se utilizaron 20 mg de hojas secas y molidas, a las cuales se
anadieron 100 puL de agua destilada y 1.5 mL de una solucién de hexano-acetona-
metanol (2:1:1). La mezcla se macer6 durante 20 minutos y posteriormente se
centrifugd durante 5 min a 6000 rpm y a 4 °C. El sobrenadante fue recuperado y el
precipitado se re-extractdé con hexano en las condiciones antes mencionadas. Ambos
sobrenadantes fueron mezclados y se registro la absorbancia a 460 nm. Se construyé
una curva estandar con seis concentraciones (0.1, 0.2, 0.4, 0.6 0.8 y 1 mg/mL) de /-
caroteno (SC) (Abssso = 0.6472 [p-caroteno] - 0.0036, r = 0.9999) para estimar la
concentracion de carotenoides en las muestras. Los resultados se expresaron como

microgramos de equivalentes de S-caroteno por gramo de tejido seco (ug E4C/gTS).

5.8. Actividad bloqueadora del radical DPPH

El ensayo de DPPH?- (1,1-difenil-2- picrilhidrazil) se realizé segun el método de
Brand-Williams et al. (1995). Se prepard una solucion de DPPH+ a 6x10° M en etanol
absoluto. Se anadieron 1950 uL de esta solucion a 50 uL de extracto fendlico crudo,
se agitd vigorosamente y se dejé reposar a temperatura ambiente y en la oscuridad
durante 30 min. Finalmente, se registré la absorbancia a 515 nm. La actividad
antirradical se expres6 como ECso (mg/mL), que representa la concentracién de

extracto necesaria para disminuir el 50 % de la concentracion inicial de DPPHs..
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5.9. Determinacion del poder reductor de fierro (PR)

La determinacion del poder reductor del fierro se llevé a cabo segun Berker at
al. (2007) Se tomo una alicuota de 250 uL de extracto fendlico crudo (0.5 mg/mL) y se
le anadieron 250 uL de regulador de fosfatos (pH 6.6) y 250 uL de ferrocianuro potasico
1% (p/v). La mezcla se dejo incubar durante 20 minutos a 50 °C y luego se anadieron
250 uL de acido tricloroacético al 10% (p/v). La mezcla se centrifugé a 2800 rpm
durante 10 minutos a 25 °C. Se tomaron 500 uL del sobrenadante y se afiadieron 500
uL de agua desionizada y 100 uL de cloruro férrico. Se registré la absorbancia de la

muestra a 700 nm. A mayor valor de absorbancia, mayor poder reductor.

5.10. Actividades de enzimas antioxidantes

Para los ensayos de las enzimas antioxidantes se prepararon extractos
enzimaticos de las hojas de tomatillo (0.5 g) se molieron en un mortero con 4 mL de
regulador de fosfatos KPi (50 mM) (pH 7.0), que contenia 0.0268 M de K:HPO4, 0.0232
M de KH2PO4, 2 mM de EDTA, y 2% (p/v) de polivinilpirrolidona (PVP). El
homogeneizado se centrifugd a 14000 rpm durante 15 minutos, a 4°C. La cantidad de
proteina en los extractos se cuantifico con el método de Bradford (1976), utilizando
albumina de suero bovino para construir la curva estandar. Los extractos proteicos se
utilizaron para determinar las actividades de catalasa (CAT) y superoxido dismutasa
(SOD).

5.10.1. Catalasa (CAT)

Para determinar la actividad de CAT se utilizO un método que registra la
descomposicion del H20O2 en presencia de oxigeno y agua (Luck, 1965; Sarker y Oba
2018). Se anadieron 30 uL de extracto enzimatico a 3 mL de regulador de fosfatos (50
mM de KH2PO4 y NaxHPO4+2H20), y se anadieron 4.8 uL de perdxido de hidrégeno al

30%. Con la adicion de perdxido de hidrégeno se inicio la reaccion, inmediatamente
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se registrd la absorbancia de la muestra a 240 nm (absorbancia inicial), esta lectura se
tomd como tiempo cero, después de un minuto se volvio a registrar la absorbancia a
240 nm (absorbancia final). La actividad se expres6é como unidades de catalasa por
gramos de proteina (U CAT/g de proteina), de acuerdo a la ecuacion:

- 100k
~0.693

Donde:

k = 2.3 lOg Absinicial
t (seg) Absfinal

t: tiempo

Abs: absorbancia

U: unidad

5.10.2. Superoéxido dismutasa (SOD)

La actividad de SOD se ensay6 mediante el método NBT (Azul de Nitro-
tetrazolio) (Beauchamp y Fridovich, 1971), el cual es un compuesto amarillo que es
reducido a azul de monoformazan por el radical superoxido. Por separado y para cada
muestra, se combinaron 200 uL de extracto enzimatico con 800 uL de regulador de
fosfatos de sodio 50 mM pH 7.8 (0.0578 M de NaxHPO4:7H20, 0.0422 mM de
NaH2PO4H20 pH 7.8, 2 mM EDTA, 9.9 mM L-metionina, 55 uM NBT, 0,025 % tritdn),
se anadieron 10 pL de riboflavina (0.1 mM). Una combinacién se incub6 durante 3 min
bajo luz blanca y la otra, también 3 min, en oscuridad. Después de ese tiempo se
registro la absorbancia de ambas combinaciones a 560 nm. La actividad se expresé
como unidades de SOD por gramo de proteina (U SOD/g proteina), de acuerdo a la

siguiente ecuacion.
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Unidades SOD =

Donde:

Abs blanco = AbsBlanco luz — AbsBlanco oscuridad

Absmuestra = AbSMuestra luz = AbsMuestra oscuridad

Abs: absorbancia

1 Unidad SOD = 50% de inhibicion

5.10.3. Determinacion de prolina

El contenido de prolina en las hojas se determin6é segun Bates et al. (1973 y

Sarker y Oba, 2018). Muestras de hojas (0.5 g) se homogeneizaron en un mortero con

10 mL de acido sulfosalicilico al 3% en solucion acuosa. El homogeneizado se hizo

reaccionar con 2 mL de ninhidrina 'y 2 mL de acido acético glacial durante 1 hora a 100

°C. La reaccion se termind con un bano de hielo. Posteriormente se anadieron 4 mL

de tolueno y se agité vigorosamente. La mezcla se dejoé reposar durante 5 min para la

separacion de las fases organica y acuosa. Se registro la absorbancia a 520 nm de la

fase organica, la cual contenia el cromoéforo. Tolueno se usé como blanco. Los

contenidos se estimaron a partir de una curva estandar de prolina (Abss2onm = 1.4946

[L-Prolina] + 0.023, r = 0.9939) y se expresaron como microgramos de prolina por

gramo de tejido fresco (ug de Prolina/g TF)

30



Claudia E. Hernandez Pacheco IPN CIIDIR Unidad Durango Doctorado en Biotecnologia

5.11. Analisis epigenéticos

5.11.1. Polimorfismos de amplificaciéon sensibles a la metilacion (MSAP)

Para la determinacion de los polimorfismos se siguid el protocolo de Gutiérrez-
Velazquez et al. (2018), el cual esta basado en el de Lira-Madeiros et al.—(2010),
utilizando las combinaciones de enzimas de restriccion EcoRI/Mspl y EcoRI/Hpall
separadamente. Este analisis se realizdé unicamente para los tratamientos control y

120 mM de NaCl de los tres tiempos de exposicion (Tabla 1).

5.11.2. Extraccion de ADN

La extraccion del ADN se realizé para tres individuos por tratamiento, y se llevo
a cabo de acuerdo a Henriquez (2000) con algunas modificaciones. Tejido foliar (100
mg) de Physalis ixocarpa var Rendidora se homogeneizé en 600 puL de buffer de
extraccion (0.5 M NaCl, 0.2 M Tris pH 8.0, 10 mM EDTA, 2% de CTAB y 1% de 2-
mercaptoetanol) y se incub6 durante 1 h en bafio maria a 65 °C. Posteriormente,
cuando la mezcla enfrié hasta temperatura ambiente, se adicion6 un volumen igual de
cloroformo, se agitdé y se centrifugé a 12 000 rpm por 10 min. Se recupero el
sobrenadante y se adicionaron 600 pL de isopropanol frio, se incub6 a -20 °C durante
30 min, y se centrifugd a 12 000 rpm durante 15 min. Se descarto el sobrenadante y la
pastilla se lavo con etanol frio al 70%, se centrifugd por 5 min a 12 000 rpm, se repitid
este lavado y se permitié la evaporacién completa del etanol.

5.11.3. Digestion

Cada muestra de ADN se sometié a dos digestiones independientes, una para
cada combinacion de enzimas de restriccion EcoRI/IMsply EcoRI/Hpall.
Para ambas digestiones se utilizaron 3.5 uL de ADN, combinado con 0.5 uL de la
enzima EcoRI (6 U) (Promega®), 0.1 uL de BSA (0.05 mg/mL), 5 uL de buffer Multicore
(1X), y 0.5 uL de la enzima Hpall (5 U) (Promega®) o 0.5 uL Mspl (5 U) (Promega®),
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en un volumen final de 20 pL. Para llevar a cabo la digestion se incubaron las muestras
a 37°C durante 3h.

5.11.4. Ligacion

La ligacion del ADN se realizé utilizando adaptadores de secuencia conocida
(Tabla 2).
Tabla 2. Adaptadores MSAP utilizados para la ligacion del ADN

Secuencias EcoRlI Secuencias Hpall/Mspl

5-CTCGTAGACTGCGTACC-3'/ 5-GATCATGAGTCCTGCT-3'/

3-CATCTGACGCATGGTTAA-5" 3'-AGTACTCAGGACGAGC-5’

El ADN digerido se mezclé con 0.3 uL de T4 ADN Ligasa (0.9 U) (Promega®),
3 uL de T4 ADN buffer ligasa (1X) (Promega®), 1 uL de adaptador EcoRl (5 pmol), 1
uL del adaptador Mspl/Hpall (50 pmol), en un volumen final de 30 pL. La mezcla se

incubd 24 h a temperatura ambiente.

5.11.5. Preamplificacion

Se utilizaron 2 puL de ADN ligado combinado con 1 uL de MgClz (Promega®) (25
mM), 0.63 pL de primer EcoRI (10 uM), 0.52 uL de primer Mspl/Hpall 10 uM), 0.4 uL
de Taq polimerasa (Promega®) (2 U), 4 uL de buffer PCR (Promega®) (1X), y 0.8 uL
dNTPs (Promega®) (0.4 mM), en un volumen final de 20 pulL. Las condiciones de
preamplificacion fueron 25 ciclos de 94 °C durante 1 min, 56 °C durante 1 min, 72 °C
durante 2 min y, finalmente, un paso de extensién final de 72 °C por 10 min. Los
productos de preamplificaciéon se combinaron con 200 pL de agua inyectable y se
almacenaron a -20 °C. La secuencia de los primers EcoRI'y Mspl/Hpall se presentan

en la Tabla 3.
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Tabla 3. Primers utilizados para la preamplificacion

Secuencias EcoRlI Secuencias Hpall/Mspl
5- GACTGCGTACCAATTC-3" 5-ATCATGAGTCCTGCTCGG-3’

5.11.6. Amplificacion selectiva

Cada uno de los tres primers selectivos de EcoR1 (Tabla 4) se combinaron con
cada uno con los dos primers selectivos de Mspl/Hpall (Tabla 4), generando seis
combinaciones de primers selectivos. Cada combinacién se analiz6 de manera
independiente. Se combinaron 5 uL de ADN preamplificado, 1 uL de MgCl2 (25 mM)
(Promega®), 0.4 uL de dNTPs (0.2 mM), 4 uL de buffer PCR (1X) (Promega®), 0.4 uL
de Taq polimerada (2 U) (Promega®), en un volumen final de 20 puL. Las condiciones
de amplificacion fueron 12 ciclos de 94 °C por 30 s, 65 °C por 30 s, disminuyendo la
temperatura de alineamiento en 0.7 °C por ciclo durante cada uno de los 12 ciclos, y
72 °C durante 1 min. Posteriormente, se realizaron 24 ciclos de 94 °C durante 30s, 56
°C por 1 min, 72 °C por 2 min, y un paso de extension final de 72 °C por 5 min. Los
productos de amplificacién selectiva se separaron en geles de acrilamida (6%), los
cuales se tifieron con Sybr Gold (Promega®).

Tabla 4. Primers utilizados para la amplificacion selectiva

Secuencias EcoRI Secuencias Hpall/Mspl
5’- GACTGCGTACCAATTCAG-3’ 5- ATCATGAGTCCTGCTCGGTCAA-3’
5- GACTGCGTACCAATTCAAC-3°  5- ATCATGAGTCCTGCTCGGAAT-3’
5’- GACTGCGTACCAATTCAT-3’

5.12. Analisis de datos

Los datos morfométricos, quimicos, y bioquimicos se registraron para tres
submuestras (réplicas) de cada muestra y se sometieron a analisis de varianza

(ANOVA) (p = 0.05). La discriminacion de medias se realiz6 con la prueba de Duncan,
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usando el programa de computo R-Studio. La correlacion entre los diferentes atributos
evaluados se determiné con la prueba de Pearson (p < 0.05), con el programa R-
Studio. Para determinar la contribucién de cada atributo morfométrico, quimico, y
bioquimico a la discriminacion de las plantas de cada tratamiento, los diferentes datos
se sometieron de manera independiente a analisis de componentes principales (ACP),
mientras que para determinar la similitud morfométrica, quimica, y bioquimica, cada
tipo de datos se sometio a analisis de agrupamiento, usando el programa Past 4.07b.
Para determinar el efecto de la concentracion de sal y del tiempo de exposicion sobre
cada tipo de atributo quimico y bioquimico evaluado, se realizaron analisis de

correspondencia canonica (ACC), usando Past 4.07b.

Con los datos epigenéticos, visualizados en los geles de acrilamida como bandas
claramente resueltas, se construyeron matrices binarias de presencia (1)/ausencia(0)
de sitios amplificados, las cuales sirvieron para estimaron los loci metilados en el
contexto 5-C5mCGG-3’, los loci no metilados, asi como los loci hemimetilados (Tabla
5). Los datos se sometieron a analisis de varianza (p < 0.05), discriminando las medias
con la prueba de Duncan. Con las mismas matrices, sometidas al programa Popgen
1.32, se calcul6 la variabilidad epigenética de las plantas dentro y entre tratamientos.
Para determinar los principales loci que contribuyeron a la discriminacion entre
tratamientos, las matrices se sometieron a ACP y para determinar la similitud
epigenética, las mismas matrices se sometieron a analisis de agrupamiento, usando
el programa Past 4.07b. La correlacion entre los diferentes tipos de caracteres se

estimé con la prueba de Pearson (p < 0.01).

Tabla. 5. Interpretaciéon de la sensibilidad de Mspl y Hpall al estado de metilacidon

Combinacion Combinacion
EcoRI/Mspl EcoRI/Hpall

Loci metilados (5 -C5mCGG-3") + -
Loci no metilados (5"-CCGG3") + +
Loci hemimetilados - +

+ :Presencia; - :Ausencia (Salmon et al., 2008).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Efecto de la salinidad en las caracteristicas morfométricas de Physalis

ixocarpa var Rendidora

La variacion en las caracteristicas morfométricas de plantas de Physalis
ixocarpa sometidas a estrés salino se pueden apreciar en la Tabla 6. En los 24 dias
de exposicion a la sal, las plantas de los tratamientos salinos desarrollaron mayor
altura, longitud y anchura de hoja, pero no longitud de raiz, que las plantas de su
respectivo control. Después de 42 dias de exposicion, las plantas de los tratamientos
salinos alcanzaron también mayor talla y desarrollaron hojas mas grandes que las
plantas de su respectivo control; sin embargo, después de este tiempo de exposicion,
el desarrollo de la raiz fue estimulado por la concentracion de sal de 120 mM,
comparado al de las plantas control y de las del tratamiento moderado de sal.
Contrariamente, la exposicion a concentraciones moderada (90 mM) y severa (120
mM) de sal después de un tiempo mas prolongado (57 dias) no estimulo el crecimiento
aéreo de las plantas de tomatillo; sin embargo, la concentracion severa estimulo el
desarrollo de la raiz en un 18% con respecto a la raiz de las plantas control, y en 31%
con respecto a la raiz de las plantas del tratamiento bajo concentracion moderada de
sal. Los resultados del presente trabajo estuvieron de acuerdo con los publicados por
Qados (2011), quien informé que plantas de Vicia faba a 10 dias de tratamiento salino
(NaCl) presentaron un incremento en la altura a concentraciones de 60 y 120 mM y un
decremento de la altura a una concentracion mas alta (240 mM). Sin embargo, para
otras especies, incluida una del mismo género que el tomatillo, han respondido de
manera diferente, tales como tomate (Solanum lycopersicum) (Mohammad et al.,
1998), Phaseolus vulgaris (Taibi et al., 2016), y Physalis angulata (de Souza et al.,
2016).

Los resultados encontrados en el presente estudio sugieren que las plantas de
tomatillo en las primeras etapas de crecimiento, que corresponden a 24 y 42 dias de
exposicidn, reaccionan favorablemente al estrés salino presentando algun mecanismo
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de proteccidn que les ayuda al ajuste osmaético, como ha sido propuesto para Vicia
faba (Qados, 2011) y, por lo tanto, a desarrollarse. La reduccién de crecimiento de la
parte aérea de las plantas de tomatillo, observado en el dia 57, puede deberse al
agotamiento de los mecanismos de proteccién, como consecuencia de la saturacion
con NaCl que inhibe las cascadas de sefializacion de hormonas del crecimiento y
absorcion de nutrientes, entre otros mecanismos necesarios para el crecimiento. El
desarrollo de la raiz bajo las condiciones mas severas de analisis (120 mM de NaCl y
57 dias de exposicidon) podria ayudar a las plantas a aumentar su capacidad de

acumulacion de iones téxicos en una mayor cantidad de tejido.

La reduccion del crecimiento vegetativo bajo condiciones salinas es una
caracteristica de plantas no halofitas (Mazher et al., 2007). Para la mayoria de las
especies de plantas analizadas, los estudios sobre los efectos de la salinidad en el
crecimiento y desarrollo han sido hechos bajo variables condiciones de concentracion
de NaCl, tiempo de exposicion, y estado de desarrollo, de tal manera que resulta dificil
establecer un criterio general para la concentracion y el tiempo de exposicion arriba de
los cuales se deba considerar la reduccién del crecimiento vegetativo para establecer
si una especie de planta es o no tolerante a la sal. Ademas, la magnitud de la reduccién
crecimiento puede ser diferente para diferentes estados de desarrollo de una misma
especie. Sin embargo, ya que el tomatillo no presenté reduccion del crecimiento
vegetativo, sino al contrario se observé un incremento del mismo durante 42 dias de
exposicion a 90 mM y 120 mM de NaCl, la especie se podria considerar como

moderadamente tolerante a la sal.
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Tabla 6. Caracteristicas morfométricas de Physalis ixocarpa var Rendidora crecidas

en diferentes condiciones de salinidad

Altura de la Longitud de hoja  Ancho de hoja Longitud de raiz

planta (cm) (cm) (cm) (cm)
C-24D 1549+ 197 f 3.16+£0.49¢g 213+£0.27f 9.23+1.20 ef
90-24D 19.38+3.05¢e 3.87+£048f 257+029e 8.71+£1.39f
120-24D 19.36 £ 1.55 ¢ 3.80+0.35f 256+0.29e 8.36+1.41f
C-42D 22.75+4.07d 4.02+054f 253+040¢e 10.06 £ 1.62 e
90-42D 33.43+3.25¢ 491+£0414d 3.18+0.37 d 10.04 +091e
120-42D 3424 +227c 448+0.28¢e 3.13+£0.33d 12.06 £ 1.54 d
C-57D 45.03+5.77 a 7.52+0.54 a 411+£051b 18.40+2.30b
90-57D 41.28+6.43b 6.54+0.80c 3.65+046¢c 16.55+2.95¢c
120-57D 40.05+4.97b 7.04+£1.26b 456+1.04 a 2177 £3.27 a

Los valores representados son la media y la desviacion estandar de n=15 para cada
tratamiento. Diferentes letras en cada columna indican diferencias significativas por
tratamiento (Prueba de Duncan p<0.05)

6.1.2. ACP y analisis de correlacion basado en las caracteristicas morfométricas
de Physalis ixocarpa var Rendidora crecidas en condiciones diferentes de
salinidad

Los resultados del ACP basado en las variables morfométricas se presentan en
la Figura 6. El componente 1 y el componente 2 (PC1 y PC2, respectivamente)
explicaron el 99.5% de la varianza (93.29% y 6.21%, respectivamente). El PC1 se
correlaciond con la altura de la planta (AP), mientras que el PC2 se correlacioné con
la longitud de la raiz (LR), indicando que estos dos caracteres fueron los principales
para diferenciar las plantas de los diferentes tratamientos. Las plantas de los
tratamientos de mayor tiempo de exposicion (57 dias) mostraron la mayor altura de
planta y mayor longitud de raiz. Esto era esperado, ya que fueron las plantas mas
viejas, lo que no era esperado es que no se discriminaran claramente entre si las
plantas de los tratamientos control, las expuestas a la concentracion moderada de
NaCl, y las expuestas a la concentracion severa de NaCl, lo que apoya la propuesta
hecha anteriormente de que P. ixocarpa es una especie moderadamente tolerante a
la sal.
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Figura 6. Analisis de componentes principales basado en las caracteristicas.
morfométricas de Physalis ixocarpa sometidas a diferentes tratamientos salinos. AP:
Altura de la planta; LH: Longitud de hoja; AH: Ancho de hoja; LR: Longitud de raiz

Los resultados del analisis de agrupamiento basado en las caracteristica
morfométricas analizadas se presenta en la Figura 7. Los resultados muestran la
formacion de cuatro grupos principales, el |, formado por las plantas de los tratamientos
control de 24 y 42 dias; el I, formado por las plantas del tratamiento control de 57 dias;
el lll, formado las plantas del tratamiento de exposicién salina moderada durante 24
dias; el IV, formado por las plantas de los tratamientos de exposicion salina moderada
durante 42 y 57 dias; el V, formado por las plantas del tratamiento de exposicion salina
severa durante 24 dias; y el VI, formado por las plantas de los tratamientos de
exposicidn salina severa durante 120 dias. Los agrupamientos indican que las plantas
de tratamientos distintos formando un solo grupo fueron morfométricamente mas
semejantes entre si que con las plantas de cualquiera de los tratamientos que formaron
los otros grupos principales de la Figura 7. Las plantas de cada tratmiento formaron se

agruparon en clados individuales.
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Figura 7. Analisis de agrupamiento basado en las caracteristicas morfométricas de
Physalis ixocarpa sometidas a diferentes tratamientos salinos.

La correlacién de Pearson entre las variables morfométricas se presenta en la
Tabla 7. Se encontraron correlaciones positivas significativas entre todas las variables,
es decir, cuando la altura de la planta es mayor, también sera mayor la longitud de la
hoja, el ancho de la hoja y la longitud de la raiz. La correlacion mas alta se encontro
entre la longitud de la hoja y la altura de la planta.

Tabla 7. Analisis de correlacion de Pearson realizado sobre las caracteristicas
morfometricas de Physalis ixocarpa en tres concentraciones salinas y tres tiempos de
exposicion

Altura de Longitud de Ancho de Longitud

planta hoja hoja de raiz
Altura de planta 1
Longitud de hoja 0.86* 1
Ancho de hoja 0.75* 0.8* 1
Longitud de raiz 0.74* 0.79* 0.8* 1

* Nivel de significancia P<0.01
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6.2. Efecto del estrés salino en la respuesta quimica de Physalis ixocarpa var

Rendidora

Las hojas de Physalis ixocarpa presentaron diferentes respuestas de
acumulacion de compuestos fendlicos ante las diferentes condiciones de salinidad
analizadas (Figura 8). Los resultados revelaron que los tejidos foliares de plantas no
estresadas de tomatillo en cualquiera de las tres edades analizadas fueron fuentes
importantes de fenoles totales y flavonoides, comparados con los de otras especies de
la misma familia (Solanaceae), como el tomate, para el cual Ahanger et al. (2018)
reportaron contenidos de 7.34 y 18.51 mg/g de extracto de fenoles totales y
flavonoides, respectivamente. Los niveles acumulados de fenoles totales fueron
incluso mas altos que los reportados para una especie reconocida por su elevado
contenido de estos compuestos, como es la acerola Malphigia umbellata, para la cual
Vasavilbazo-Saucedo et al. (2018) reportaron 46.91 mg/g de extracto. Los contenidos
de flavonoides de las plantas de tomatillo no estresadas también fueron superiores al
reportado para M. umbellata (10.55 mg/g de extracto) (Vasavilbazo-Saucedo et al.,
2018).

A los 24 dias de exposicion, y no a los 42 ni a los 57, el contenido de fenoles
totales y taninos condensados se incremento progresivamente con los incrementos en
la concentracion de NaCl, sugiriendo que estos compuestos representan una
estrategia inicial del tomatillo para enfrentar el estrés salino. Incrementos en los niveles
de fenoles totales y taninos condensados dependiente de la concentracion de sal,
también se observaron en plantas jévenes de Brassica rapa ssp. pekinensis (col china)
(Samec et al., 2021).

Los contenidos foliares de flavonoides de P. ixocarpa disminuyeron clara y
progresivamente con los incrementos en la concentracion de NaCl en los tres tiempos
de exposicion analizados (Figura 8), lo que sugiere que los flavonoides no llevan a
cabo funciones importantes de proteccidon contra la salinidad en esta especie. Una

reduccion en el contenido de flavonoides fue encontrada también para Solanum
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lycopersicum (Ahanger et al., 2018), aunque en el estudio no se evaluaron incrementos
progresivso de sal, sino que se realiz6 a una sola concentracion de NaCl. La revision
de los resultados sobre la acumulacién de flavonoides en plantas de diferentes
especies sometidas a incrementos de salinidad revela que las respuestas pueden ser
muy variables. Por ejemplo, la concentracion de estos compuestos incremento
progresivamente en Fagopyrum esculentum (Lim et al., 2012) y Mentha pulegium
(Oueslati et al., 2010), incrementos no progresivos se reportaron para Lonicera
Japonica (Yan et al., 2017) y Carthamus tinctorius (Gengmao et al., 2015), mientras
gue no se observaron incrementos en los niveles de flavonoides con incrementos en
los niveles de salinidad en Brassica oleracea var. italica (Lopez-Berenger et al., 2009).
Algunos autores han reportado que los flavonoides tienen una importancia menor en
la proteccién de las plantas contra el dafio oxidativo inducido por el estrés salino
(Hernandez et al., 2009). Toda la variedad de respuestas reportadas podria ser el
resultado de que los diferentes estudios se llevaron a cabo bajo diferentes condiciones
experimentales, tales como el intervalo de concentraciones de NaCl utilizadas,
duracion de los tiempos de exposicion, etapas de desarrollo de las plantas, y
genotipos, cultivares o variedades analizadas. Sin embargo, las diferencias también
se pueden deber a que, entre las diferentes especies de plantas, han surgido
diferentes respuestas contra el estrés salino, las cuales se encuentran genéticamente
controladas, de tal manera que aun en especies relacionadas, pueden ser especie-
especificas, como se han reportado para especies del género Brassica (Lini¢ et al.,
2019).

Las plantas no estresadas de tomatillo en el dia 42 acumularon el nivel mas alto
de acidos fendlicos (Figura 8). Una respuesta similar se report6 para Brassica oleracea
var. acephala (Lini¢ et al., 2019). El nivel de los acidos fendlicos se incrementd de
manera gradual con el incremento de sal solamente en los tejidos foliares de las
plantas de 57 dias, sugiriendo su participacion como protectores contra el estrés salino
después de un periodo de exposicion largo en P. ixocarpa. Como para el caso de los
flavonoides, diferentes respuestas a la observada para tomatillo, se han reportado para

otras especies de plantas, por ejemplo, para Origanum majorana (Baatour et al., 2012),
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Brassica oleracea var. capitata (LiniC et al., 2019), algunas variedades de Oryza sativa
(Minh et al., 2016), y Lonicera japonica (Yan et al., 2017). Las diferencias entre
especies podrian ser explicadas por las mismas razones descritas previamente para

los flavonoides.

En el presente estudio, también se evalud la participacion de los carotenoides,
metabolitos especializados de diferente origen biosintético que los compuestos
fendlicos (Taiz y Zeiger, 2006), porque también han sido reportados como sustancias
protectoras contra el estrés oxidativo generado por la salinidad (Li et al., 2019). En las
plantas, estos compuestos tienen una importante participacion en los procesos
fotosintéticos y de fotoproteccion (Mirkovic et al., 2017); sin embargo, su participacion
como protectores contra el estrés salino no fue relevante en tomatillo, ya que como se
puede observar en la Figura 8, su concentracion en los tejidos foliares no incremento
bajo ninguna concentracién salina, a ningun tiempo de exposicion, con respecto a los
controles respectivos. Para otras dos especies de Solanaceae, Solanum lycopersicum
y Lycium ruthenicum, también se reportaron participaciones irrelevantes de los
carotenoides en plantas estresadas por sal (Ahanger et al., 2018; Li et al., 2019), lo
que sugiere una probable respuesta comun de los carotenoides bajo estrés salino en
especies de esta familia. Sin embargo, la respuesta en otras especies de plantas ha
sido diferente, como en Moringa oleifera (Farooq et al., 2022) y Fagopyrum sculentum
(Lim et al., 2012). Es importante resaltar que las plantas de tomatillo no estresadas, de
57 dias, acumularon una cantidad importante de carotenoides, 2.37 veces mas que lo
reportado para las hojas de Malpighia umbellata (424.63 pg/g de extracto)
(Vasavilbazo-Saucedo et al., 2018), lo que las revela como fuente importante de estos
compuestos bioactivos.

Los resultados obtenidos en el presente estudio revelan que la acumulacién de
fenoles totales, taninos condensados, flavonoides, acidos fendlicos, y carotenoides
puede variar en una misma especie si esta es sometida a una concentracién moderada
o severa de NaCl, a un tiempo corto, medio, o largo. Por esta razén, es necesario el

registro exacto de los cambios que ocurren en los metabolitos especializados de
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plantas sometidas a exposiciones cronicas de sal, para poder comprender los
procesos de su acumulacion y sus funciones. Los registros exactos de estos cambios
serian utiles para desarrollar marcadores quimicos que se pudieran usar en programas
de conservaciéon, de mejoramiento, y de expansion del area de cultivo a zonas con
suelos salinos, sobre todo para especies de interés econdmico, tal como es P.

ixocarpa.

Las propiedades antioxidantes, como la capacidad bloqueadora del radical libre
DPPH vy el poder reductor de fierro de los extractos fendlicos foliares de P ixocarpa no
fueron claramente dependientes del contenido fendlico ni de la concentracion de sal
(Figura 8), como ha sido reportado para otras especies, como por ejemplo Amaranthus
tricolor (Sarker y Oba, 2018) y Mentha pulegium (Oueslati et al., 2010). Varios autores
también mencionan una dependencia directa de la actividad antioxidante de extractos
de plantas con su concentracion de compuestos fendlicos (Falleh et al. 2012; Negro et
al., 2003; Luo et al., 2002; Bourgou et al., 2008). Sin embargo, también hay autores
que han reportado que no solamente la concentracion de estos compuestos define las
actividades antioxidantes de extractos, sino que la composicion fendlica juega un papel

muy importante en ello (Barriada-Bernal et al., 2014).

Los perfiles fendlicos foliares de P. ixocarpa sometido a diferentes tratamientos
salinos se obtuvieron con un equipo HPLC acoplado a un detector de arreglo de diodos
(DAD). Los correspondientes cromatogramas se presentan en la Figura 9. Los
espectros UV, tiempo de retencion (TR), y Amax de cada uno de los principales
compuestos resueltos en los cromatogramas se presentan en la Figura 10. El analisis

de HPLC-DAD revel6 ocho compuestos fendlicos principales.
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Figura 8. Efecto de los tratamientos en el contenido de fenoles totales (A), taninos
condensados (B), flavonoides (C), acidos fendlicos (D), carotenoides (E), radical
DPPH (F), y poder reductor de fierro (G) de Physalis ixocarpa var Rendidora. Las
barras representan la media + desviacion estandar. Diferentes letras indican
diferencias significativas por tratamientos (Prueba de Duncan p<0.05).
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Figura 9. Cromatogramas obtenidos por HPLC-DAD correspondientes a plantas de
Physalis ixocarpa var Rendidora sometidas a diferentes tratamientos de estrés
salino. Los tratamientos aparecen en negritas, y se describen en la Tabla 1.
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Los espectros UV de los compuestos 1-4 mostraron |la doble banda
comunmente encontrada en los espectros UV de los acidos hidroxicinamicos, razon
por la cual estos compuestos se propusieron como acidos fendlicos pertenecientes al

tipo hidroxicinamico.

La presencia y la posicion de la banda | y la banda Il en los espectros UV de los
compuestos 5 y 6 indicaron que se trataba de flavonoides, en particular de flavonoles.
El TR y la Amax del compuesto 5 coincidieron con los de la rutina analizada como
estandar en el presente estudio (RT: 32.33 min; Amax: 256, 264sh, 294sh, 356), un
flavonol que tiene el anillo B ortodihidroxilado, analizado como referencia en el
presente estudio, por lo cual 5 se propuso como rutina. Las caracteristicas espectrales
del flavonol 6 indicaron que se trataba de un canferol-3-O-glicésido, que es un flavonol

con un anillo B monohidroéxilado.

Los espectros de los compuestos 7 y 8, formados por una sola banda de
absorcion y una inflexion (Amax: 293, 308sh nm y Amax: 296, 309sh nm,
respectivamente), sugirieron que 7 y 8 fueron derivados del acido p-cumarico.

Al comparar el perfil fendlico foliar de las plantas maduras (de 57 dias) no
sometidas a estrés salino (C-57D) de tomatillo (Figura 9) con los perfiles de otras
especies del mismo género Physalis, también en el estado de madurez, se puede
apreciar que cada una tiene un perfil fendlico foliar unico. Por ejemplo, Medina-
Medrano et al. (2015) reportdé un perfil formado por 12 compuestos para P. angulata,
por 3 compuestos para P. solanaceae, por 11 compuestos para P. hederifolia var.
hederifolia, y 8 tanto para P. patula como para P. subulata; sin embargo, aunque en
numero hay coincidencia entre los perfiles de estas dos ultimas especies y el de P.
ixocarpa, los compuestos, formando los perfiles fueron diferentes entre si. Los
resultados del presente trabajo apoyan la propuesta hecha por otros autores acerca
de que los perfiles fendlicos tienen una tendencia especie-especifica (Almaraz-Abarca
et al., 2006; Médina-Medrano et al., 2015; Avila-Reyes et al., 2018; Fusari et al., 2020).
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En la Tabla 8 se presentan las concentraciones de los compuestos individuales
resueltos en el cromatograma de cada muestra. Se encontraron diferencias en las
concentraciones de los compuestos, las cuales fueron dependientes de la edad, entre
las plantas de cada uno de los tres tratamientos control. Este tipo de diferencias eran
esperadas, ya que se ha reportado que los perfiles fendlicos pueden de un mismo tipo
de tejido, pueden variar durante el desarrollo (Del Bafio et al., 2003; Cobaleda-Velasco
et al., 2017a). Los cambios en la concentracion de los compuestos fendlicos
individuales encontrados en las plantas de P. ixocarpa no sometidas a estrés salino
pueden haber resultado en respuesta a las demandas naturales que conlleva el
proceso de desarrollo natural de las mismas. Es de destacarse las altas
concentraciones de los flavonoles 5 (rutina) y 6 (un canferol-3-O-glicésido) en las
plantas del tratamiento C-24D.

Ademas de los cambios en la concentracién de los compuestos individuales
debidos al desarrollo natural de las plantas de tomatillo, también se observaron
cambios debidos al efecto de las condiciones salinas de cada tratamiento (Tabla 8).
La exposicidon cronica (de 57 dias) a las concentraciones moderada y alta de NaCl
(tratamientos 90-57D y 120-57D), estimulo6 la acumulacion, dependiente de la sal, del
compuesto-3, los incrementos fueron significativos, de 17.19 veces mas, bajo la
concentracion moderada de sal y de 26.26 veces mas, bajo la concentracion alta, lo
que sugiere que este acido fendlico juega un importante papel protector contra la
salinidad en el tomatillo después de la exposicion cronica. En otras especies, tales
como trigo y especies de la familia Brassicaceae, también se observé la acumulacion
variable de acidos fendlicos, dependiendo de las condiciones salinas (Cuong et al.,
2020; Lini¢ et al., 2019).

En los compuestos 5, 6 (ambos flavonoles), y 7 y 8 (ambos derivados del acido
p-cumarico) no se observaron tendencias de incrementos de concentracion con
incrementos de concentracion de sal a ningun tiempo de exposicion. Estos resultados
difieren de los reportados reportados por Xu et al. (2020) para Apocynum venetum, por

Cuong et al. (202) para trigo, y por Martinez et al. (2016) para otra especie de
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Solanaceae, como lo es el tomate. Los resultados del presente trabajo y los de los
autores aqui mencionados sugieren que condiciones particulares de concentracion de
NaCl y de duracién de la exposicion a ella pueden estimular variaciones en la
acumulacion de flavonoides y acidos fendlicos dentro de una misma especie de planta.
Este tipo de conocimiento, para plantas de interés medicinal y farmacéutico, como lo
es tomatillo, puede ser util para seleccionar las condiciones bajo las cuales se

favorezca la acumulacién selectiva de bioproductos.
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Figura 10. Espectros UV de los compuestos resueltos en los cromatogramas
correspondientes a plantas de Physalis ixocarpa var Rendidora sometidas a
diferentes concentraciones de estrés salino. TR: tiempo de retencion. 1-4: acidos
fendlicos pertenecientes al tipo hidroxicinamico; 5: rutina; 6: canferol-3-O-glicésido; 7-

8: derivados del acido p-cumarico.
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Tabla 8. Concentraciones (ug/g ES) de los compuestos individuales encontrados en los perfiles fendlicos foliares de
Physalis ixocarpa var. Rendidora bajo tres diferentes condiciones salinas y tres tiempos de exposicion.

Compuesto Compuesto 5

Compuesto1 Compuesto 2 Compuesto 3 i 4 Quercetina-3-0- Compuesto 6 Cpmpuest9 7 Cpmpuest9 8

o L P P i P Acido Canferol-3-0- Derivado de 4cido Derivado de acido

Acido fendlico Acido fendlico Acido fendlico 1 [rhamnosyl(1- s . .

fenodlico - . glicosido fendlico fendlico
6)glucosido] (Rutina)

C-24D NE NE 1275.75£ 46.71 a NE 1049872 £ 1538410 100100 £1980.20 NF 600.15 + 48.28 ¢
90-24D NE NE 681.05+14.93b NE 4340.24 + 13947 ¢ 1320.91 + 155.36 f 635.83 + 31.70 bc 1159.25 £ 15.81 a
120-24D NE NE 72821+37.09b NE 2925.71 + 320.65d 2496.19 + 142.06 de 368.15+20.01d 668.20 £ 54.57 ¢
C-42D NE NE 287.27 £34.26d 15153199;1 * 7853.40 £ 448.45b 9114.48 £732.58 b 1182.28 + 115.67 a 999.53+82.72b
90-42D NE 74391+ 111.22 NE NE 2975.95 + 208.83 d 7847.75+231.32¢ 654.97 + 51.42 bc 1075.85 + 143.39 ab
120-42D  70.24+6.76 NE 12495+ 6.76 € NE 2220.53+246.19de  2121.69 + 206.54 def 40140+ 17.41d 61349+ 17.55¢
C-57D NE NE 1445+ 245f NE 925.88 +20.81 f 2793.59 +134.77d 584.13+50.38 ¢ 1074.61 £ 59.29 ab
90-57D NE NE 24340 £17.20d NE 89429 +97.80 f 1722.49 + 87.06 ef 74445 +65.00 b 117179+ 2226 a
120-57D NE NE 37948 +2447¢ NE 1219.99 + 106.17 ef 1985.48 + 116.08 ef 72893 +17.59b 116129+ 36.29a

Los valores representan la media y desviacion estandar de tres muestras independientes. Diferentes letras en la misma columna
representan diferencias significativas (p < 0.05). NE: No encontrado.
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6.2.1. ACP basado en las caracteristicas quimicas de Physalis ixocarpa var
Rendidora crecidas en condiciones diferentes de salinidad

Los componentes 1y 2 (PC1y PC2) del analisis de componentes principales
basado en las caracteristicas quimicas de Physalis ixocarpa representaron el
99.94% de la varianza (Figura 11). EI PC1 se correlaciond principalmente con
carotenoides y taninos condensados, mientras que el PC2 se correlacioné con el
contenido de flavonoides. Los resultados revelaron que plantas adultas (de 57 dias
de edad) de P. ixocarpa, no estresadas y estresadas, se distinguen por la relevante
acumulacion de carotenos y taninos condensados, mientras que las plantas jovenes
y de mediana edad (24 y 42 dias, respectivamente), no estresadas, se distinguen
por la acumulacion de flavonoides.
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Figura 11. Analisis de componentes principales basado en las caracteristicas
quimicas de P ixocarpa crecidas bajo diferentes tratamientos de salinidad. Los
tratamientos aparecen en azul y se describen en la Tabla 1.
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La similitud de acumulacién de diversos compuestos fendlicos antioxidantes
y de compuestos terpénicos de P ixocarpa var. Rendidora sometida a las diferentes
condiciones salinas de los tratamientos analizados se exploré por medio de un
analisis de agrupamiento (Figura 12). El dendrograma resultante generé dos grupos
principales, uno formado por las plantas de los tres tratamientos salinos de 57 dias
y otro por las plantas del resto de los tratamientos, indicando una mayor similitud
quimica entre los tres primeros que cualquiera de ellos con el resto de los
tratamientos. Sin embargo, la mayor similitud quimica se encontré entre las plantas
de los tres tratamientos salinos de menor duracion (24 dias), incrementado la
variacion entre tratamientos con el tiempo de exposicién. Asi, en los tiempos cortos
e intermedios de exposicion a NaCl, las respuestas quimicas fueron menos

variables que después de la exposicion crénica.
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Figura 12. Analisis de agrupamiento basado en las caracteristicas quimicas de
Physalis ixocarpa crecida bajo nueve diferentes tratamientos salinos. Los
tratamientos aparecen en diferentes colores y se describen en la Tabla 1.

Tanto el ACP como el analisis de agrupamiento indican que las respuestas
quimicas de P. ixocarpa a diferentes tratamientos salinos son tan diferentes que

permiten discriminar las plantas crecidas bajo un tratamiento u otro. Esta capacidad
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discriminatoria tiene un importante potencial para el desarrollo de un “fingerprint”, el
cual puede tener relevancia agrondmica y como parametro de control de calidad

para esta especie econdmicamente importante en México.

El analisis de correlacion de acuerdo con las caracteristicas quimicas (Tabla
9) demostraron diferencias significativas entre algunas variables. La mayor
correlacion positiva se observo entre los carotenoides y los taninos condensados
presentando una correlacion alta entre estas variables, es decir entre mayor es la
cantidad de carotenoides aumneta si mismo la cantidad de taninos condensados.
Mientras que la mayor correlacidn negativa fue observada entre las variables
antirradicales (DPPH y PR) presentando una correlacion moderada, mientras el
poder reductor aumenta, el DPPH disminuye.

Tabla 9. Analisis de correlacion entre las variables quimicas de Physalis ixocarpa
bajo tres diferentes condiciones salinas y tres tiempos de exposicion

DPPH CR TP TF PA TCT PR

DPPH 1

CR 0.66* 1

TP -0.43* -0.28 1

TF -0.31 -0.38* -0.1 1

PA 0.29 -0.22 0.26 0.26 1

TCT 0.69* 0.81* -0.3 -0.62* -0.24 1

PR -0.64* -0.02 0.59* -0.11 -0.36 -0.16 1
Nivel de significancia P<0.05
CR: carotenoides; TP: Fenoles totales; TF: flavonoides totales; PA: acidos fendlicos; TCT:
taninos condensados: PR: poder reductor de fierro.

6.3. Efecto del estrés salino en la respuesta bioquimica de Physalis ixocarpa
var Rendidora

El incremento en el contenido de prolina fue dependiente de la sal en los tres
tiempos de exposicién analizados (Figura 13), el incremento, con respecto al control,
fue mas intenso en las plantas expuestas a sal durante mas tiempo. Estos

resultados sugieren que la prolina es una respuesta bioquimica fundamental que
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utiliza P. ixocarpa como proteccion contra estrés salino moderado y alto, bajo
exposiciones corta, media, y cronica. La versatilidad de funciones documentadas
para este aminoacido podria explicar su papel preponderante encontrado para
tomatillo. Prolina es un osmolito que protege a las plantas contra el desbalance
osmotico que se genera por el estrés salino (Shafi et al., 2019; Meena et al., 2016).
Prolina también es un antioxidante, ya que es capaz de bloquear radicales —OH y
singlete de oxigeno; ademas de estabilizar macromoléculas y por lo tanto, la
estructura de las membranas celulares (Shafi et al., 2019). Un papel sobresaliente
como protector contra el estrés salino para la prolina también se ha reportado en
otras especies de Solanaceae, tales como S. lycopersicum (Ahanger et al., 2018) y
L. ruthenicum (Li et al., 2019). Este hecho sugiere que la acumulacion de prolina

podria ser una respuesta comun contra el estrés salino en especies de esa familia.

En la Figura 13 se observan las actividades de SOD, y la concentracion de
prolina en plantas de Physalis ixocarpa var Rendidora expuestas a los diferentes
tratamientos salinos. En los tratamientos 90-24D y 90-42D se observo un
incremento de la actividad de CAT con respecto a los respectivos controles. El
incremento de la actividad de CAT en las plantas de esos tratamientos sugiere que
en ellas ocurrié una promocion de la desintoxicacion por peroxido de hidrogeno en
las células foliares de P. ixocarpa, ya que esta enzima lleva a cabo esta funcion en
las células (Sarker y Oba, 2018).

La mayor promocion de la dismutacion de los radicales superéxido a H2O2 y
O2 por medio de la enzima SOD, actividad reconocida para esta enzima (Sarker y
Oba, 2018) fue observada después de 24 y 42 dias, tal como el incremento de la
actividad de CAT, pero a diferencia de ésta, cuyo incremento en actividad con
respecto al control se observd a la concentracion moderada de sal (90 mM), el
incremento en la actividad de SOD con respecto a su control se manifesté a la
concentracion salina mas alta (120 mM).
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Los resultados observados sugieren que CAT y SOD desemperfian funciones
complementarias bajo concentraciones incrementadas de sal en P. ixocarpa
después de tiempos de exposicion corto y medio, ya que, en estos dos tiempos, la
actividad de CAT es preponderante si la concentracion de sal es moderada, pero si
la concentracién es alta, la actividad de SOD toma la preponderancia. Para S.
lycopersicum y L. ruthenicum (Li et al., 2019), otras especies de Solanaceae,
también se reportaron importantes participaciones de CAT y SOD como protectores
bioquimicos contra el estrés salino (Ahanger et al., 2018); sin embargo, para estas
especies, no se puede asignar un papel complementario de CAT y SOD porque los
estudios se realizaron a un solo tiempo de exposicion y a una sola concentracion de
sal y un solo tiempo, respectivamente. Sin embargo, resultados que revelan que ni
CAT ni SOD incrementaron su actividad como respuesta a incrementos en la
concentracion de NaCl también se han encontrado, como en chicharo (Farooq et
al., 2021). La variacién en las respuestas de la actividad de estas enzimas en
diferentes especies de plantas puede deberse, como se comentd para la variacion
en las respuestas quimicas, a la diversidad del control genético de las mismas
contra el estrés salino que han surgido en diferentes especies de plantas. Los
resultados del presente estudio también indican que una sola especie es capaz de
desplegar una amplia, complementaria, y compleja gama de respuestas quimicas y
bioquimicas durante la exposicion a largo plazo a diferentes concentraciones de
NacCl.

La disminucidén de la actividad tanto de CAT como de SOD en las plantas de
los tratamientos salinos mas largos (Figura 13), sugiere que el incremento de las
especies reactivas de oxigeno generadas por el estrés salino pudo ocasionar un
agotamiento de las defensas antioxidantes, como se observa en los tratamientos
90-57D y 120-57D.
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Figura 13. Actividad enzimatica del osmolito prolina (A), catalasa (B) y superéxido
dismutasa (C) en Physalis ixocarpa var Rendidora sometidas a estrés salino. Las
barras representan la media + desviacion estandar. Diferentes letras indican
diferencias significativas por tratamiento (Prueba de Duncan p<0.05).

6.3.1. ACP basado en las caracteristicas bioquimicas de Physalis ixocarpa var

Rendidora crecidas en condiciones diferentes de salinidad

Los resultados del analisis de componentes principales basado en las
caracteristicas bioquimicas de P. ixocarpa crecidas bajo nueve diferentes
tratamientos salinos se presentan en la Figura 14. Los componentes 1y 2 (PC1y
PC2) representaron el 99.74% de la varianza total encontrada. EI PC1 se
correlaciond con la actividad de CAT y el PC2 se correlacioné con el contenido de
prolina. Las plantas de los tratamientos C-57D, 90-57D, 90-42D, y 120-42D
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claramente son diferenciados por su alta actividad de CAT, mientras que las de los
tratamientos 120-57D y 90-57D por su alto contenido de prolina.
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Figura 14. Analisis de componentes principales basado en las caracteristicas
bioquimicas de P ixocarpa crecidas bajo diferentes tratamientos salinos. Los
tratamientos aparecen en azul y se describen en la Tabla 1.

Como para las respuestas quimicas, para las bioquimicas se hizo también un
analisis de agrupamiento para determinar la similitud en las respuestas bioquimicas
de plantas de tomatillo sometidos a nueve diferentes tratamientos salinos. Los
resultados revelaron la formacion de dos grupos principales, uno formado por las
plantas de los tres tratamientos salinos al tiempo corto de exposicidn y las del control
del tiempo medio de exposicidn, las cuales fueron bioquimicamente mas similares
entre si. El otro grupo principal fue bioquimicamente mas heterogéneo y estuvo
formado por las plantas del resto de los tratamientos. Tanto el ACP y el analisis de
agrupamiento indican que las respuestas bioquimicas de plantas de P. ixocarpa

sometidas a diferentes condiciones de estrés salino son de tal manera diferentes
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que pueden discriminarse entre si, ya que cada tratamiento formé un grupo
independiente. Por esta razdn, se sugiere que los caracteres bioquimicos de plantas
de tomatillo sometidos a estrés salino también pueden usarse como marcadores
para desarrollar un “fingerprint” con implicaciones en agronomia y en control de

calidad de las plantas de esta especie.
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Figura 15. Analisis de agrupamiento basado en las caracteristicas bioquimicas de
Physalis ixocarpa crecidas bajo nueve diferentes condiciones de salinidad. Los
tratamientos aparecen en colores y se describen en la Tabla 1.

El analisis de correlacion para las actividades bioquimicas se observa en la
Tabla 10. Solamente para las variables catalasa y superoxido dismutasa se
observaron diferencias significativas y una correlacién positiva baja entre ambas

variables.

Tabla 10. Analisis de correlacion entre las variables bioquimicas de Physalis
ixocarpa bajo tres diferentes condiciones salinas y tres tiempos de exposicion

CAT SOD Prolina
CAT 1
SOD 0.41* 1
Prolina 0.14 0.09 1
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6.3.2. Relacion entre las respuestas quimicas y bioquimicas, y la
concentracion de NaCl y la duracién de los tratamientos

Para determinar si la concentracion de NaCl y la duracién de los tratamientos
tenian un efecto diferente sobre cada una de las respuestas quimicas y bioquimicas

de P. ixocarpa, se realizaron dos ACC, uno para cada tipo de respuestas.

En la Figura 16 se presentan los resultados del ACC para las respuestas
quimicas analizadas. El factor 1 (ACC1) explico el 96.23% del total de la varianza
(1000 permutaciones, P = 0.001). Los resultados revelaron que el tiempo de
exposicidon principalmente afectd la concentraciéon de FT y CR, mientras que la
concentracion de sal principalmente afecté la concentracion de fenoles totales,
taninos condensados y acidos fendlicos, asi como las propiedades antioxidantes de

los extractos fendlicos.
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Figura 16. Resultados del analisis de correspondencia candnica que muestra el
efecto de la concentracion de NaCl y de la duracion de los tratamientos sobre las
respuestas quimicas de Physalis ixocarpa crecida bajo diferentes tratamientos
salinos. Cada tratamiento aparece sefalado con tres circulos (repeticiones) de
diferentes colores y se describe en la Tabla 1.
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El efecto de la concentracion de NaCl y de la duracién de los tratamientos
sobre cada una de las respuestas bioquimicas de P. ixocarpa se muestran en la
Figura 17. EI ACC1 explicé el 97.73% de la varianza (1000 permutaciones, P =
0.001). De acuerdo a los resultados, el tiempo de exposicion tuvo efecto
principalmente en la actividad de CAT, y la concentracion de sal tuvo efecto
principalmente en el contenido de prolina y la actividad de SOD.
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Figura 17. Resultados del analisis de correspondencia candnica que muestra el
efecto de la concentracion de NaCl y de la duracion de los tratamientos sobre las
respuestas bioquimicas de Physalis ixocarpa crecida bajo diferentes tratamientos

salinos. Cada tratamiento aparece sefalado con tres circulos (repeticiones) de
diferentes colores y se describe en la Tabla 1.

Los resultados de los ACC indican que diferentes respuestas quimicas y
bioquimicas de P. ixocarpa se desencadenan principalmente por el efecto de la
concentracion de sal y otras, lo hace principalmente por el efecto de la duracion del
tratamiento. El registro exacto de estos efectos diferenciales es importante porque,

por ejemplo, cambios en la composicion quimica (cualitativa y cuantitativa)
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contribuyen a la determinacion de las propiedades organolépticas y funcionales de
plantas, incluidas las comestibles y medicinales (Scarano et al., 2018).

6.4. Efecto del estrés salino en la metilacion de Physalis ixocarpa var Rendidra

sometida a diferentes tratamientos de estrés salino

El efecto del estrés salino en los niveles de metilacion de P. ixocarpa, como
determinacidon del estatus epigenético, fue evaluada solamente para las plantas
control y del tratamiento salino de 120 mM de NaCl a los tres tiempos de exposicion
analizados (24, 42, y 57 dias).

De acuerdo a la revisidn bibliografica realizada para el presente estudio, para
P. ixocarpa no se han realizado estudios epigenéticos, ni de la variabilidad
epigenética natural ni del efecto que el estrés salino tiene sobre su estatus
epigenético. Sin embargo, este tipo de estudios es importante debido a que las
variaciones en la composicién quimica y bioquimica de las plantas, que les permita
tolerar mas o menos particulares condiciones de ambientales de estrés, responde
al impacto que esas condiciones ambientales tengan en la regulacion de la
expresion de los genes involucrados en las rutas biosintéticas de los compuestos
(Gallusci et al., 2017). Esto resulta particularmente relevante para especies de

interés econdmico, como lo es el tomatillo.

En la Tabla 11 se observan los cambios en el numero de loci metilados, no
metilados, y hemimetilados revelados por seis combinaciones de iniciadores EcoRI-
Mspl/Hpall. En la Figura 16 se presentan, a manera de ejemplo, los geles de
acrilamida (al 6%) que muestran los loci amplificados con la combinacion 4 de
iniciadores selectivos (Tabla 1) para las plantas de los tratamientos C-24D y 120-
24D.

De acuerdo a la Tabla 11, el porcentaje de metilacion del ADN fue menor en
los tratamientos 120-24D y C-57D (29.11 y 27.65%, respectivamente). Porcentajes
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de metilacion similares a los encontrados en el presente estudio se han publicado
para diferentes especies de plantas, tales como Arabidopsis thaliana (25%), Oryza
sativa (20-30%) y Zea mays (35%) bajo condiciones de estrés (Du and Wang,
2011; Karan et al., 2012; Shan et al., 2013).

En los tratamientos 120-24D y 120-42D se observé un decremento en el
porcentaje de metilacion con respecto al control, mientras que en el tratamiento 120-
57D se observd un incremento del porcentaje de metilacién. Varios autores han
reportado hipometilacion del ADN o de genes en diferentes especies de plantas,
como respuesta a estrés abidtico de diferente naturaleza, como sequia, salinidad,
frio, calor, y metales pesados (Wang et al., 2011; Wang et al., 2015; Choi et al.,
2007; Aina et al., 2004; Pan et al., 2011; Sanchez et al., 2016). Se ha reportado la
relacion entre la disminucion de los niveles de metilacion y el intento de activar
respuestas especificas adaptativas por parte de las plantas, contra la sequia y
salinidad (Forestan et al., 2020; Mousavi et al., 2019). Sin embargo, bajo estrés con
metales pesados, Ge et al. (2002) reportaron incremento en los niveles de

metilacion para arroz y trigo.

En el presente estudio se observé una reduccidon, comparado al control, en
los niveles de metilacion, de 58.22% después del tiempo corto (24 dias) y de 84.64%
después del tiempo medio (42 dias) de exposicion a estrés salino. Sin embargo, se
registré una reduccion del 29.00% después de la exposicidn cronica. Estos cambios
en los niveles de metilacion en las plantas de tomatillo estresada con NaCl
comparados con las plantas de los respectivos controles, los cuales fueron variables
en los tres tiempos de exposicion analizados, pueden sugerir la activacién e
inactivacion de los procesos transcripcionales de genes especificos relacionados
con la tolerancia a la salinidad, como fue sugerido por Ventouris et al. (2020) para
la variedad Chaironia de Medicago sativa.

Las diferencias en los niveles de metilacion registradas en las plantas de P.

ixocarpa de cada tratamiento salino, con respecto a su respectivo control, ponen de
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manifiesto los importantes cambios epigenéticos provocados por el estrés salino,
cambios que fueron variables de acuerdo a condiciones especificas de salinidad,
que pudieron haber regido los cambios morfométricos, quimicos, y bioquimicos
registrados en el presente estudio, los cuales permitieron a P. ixocarpa crecer y
desarrollarse, aun por periodos largos de tiempo, bajo una condicion de salinidad
relativamente alta. Los resultados del presente estudio apoyan la propuesta de
varios autores acerca de que los cambios en los niveles de metilacién del ADN
pueden ser un mecanismo de adaptacion a la salinidad y cualquier otro tipo de
estrés (Suter y Windmer 2013; Neves et al., 2017; Wang et al., 2015).

El registro de los cambios en los niveles de metilacién bajo condiciones de
estrés es importante porque se ha reportado que los niveles de metilacion son
especificos entre especies, variedades, o genotipos (Gutiérrez-Velazquez, 2018), y
entre tejidos y etapas de desarrollo de una misma especie de planta (Wang et al.,
2011; Mastan et al., 2012).

Las plantas tienden a “recordar” los episodios de estrés y responden
eficazmente a este estrés ambiental, lo pueden realizar mediante la transmision
transgeneracional o durante un ciclo biologico ya que existe una “memoria” a corto
plazo de este estrés, que es mejor conocido como “priming” (Ventouris et al., 2020;
Turgut-Kara et al., 2020).
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Tabla 11. Patrones de metilacion de Physalis ixocarpa var. Rendidora crecida sin
estrés salino y en una condicion salina de 120 mM a diferentes tiempos de
exposicidon (24, 42, y 57 dias), obtenidos con seis combinaciones de iniciadores
selectivos (EcoRl'y Mspl/Hpall).

Iniciador Iniciador Loci Loci no Loci Loci Porcentaje
selectivo selectivo metilados metilados hemimetilados amplificados de
EcoRlI Mspl/Hpall por metilacion
combinacion

C-24D
AC TCAA 18 8 24 50 36.00
AC AAT 36 12 25 73 49.31
AAC TCAA 27 6 15 48 56.25
AAC AAT 38 6 31 75 50.66
AT TCAA 21 5 15 41 51.21
AT AAT 25 3 15 43 58.14
Total 165 40 125 330 50.00

120-24D

AC TCAA 12 10 22 44 27.27
AC AAT 10 14 11 35 28.57
AAC TCAA 5 3 12 20 25.00
AAC AAT 10 44 8 62 16.13
AT TCAA 21 9 29 59 35.59
AT AAT 11 0 6 17 64.71
Total 69 80 88 237 29.11

C-42D
AC TCAA 6 0 15 21 28.57
AC AAT 36 25 27 88 40.91
AAC TCAA 21 5 9 35 60.00
AAC AAT 54 24 33 111 48.65
AT TCAA 11 6 24 41 26.83
AT AAT 21 13 10 44 47.73
Total 149 73 118 340 43.82

120-42D

AC TCAA 8 3 32 43 18.60
AC AAT 35 17 31 83 4217
AAC TCAA 23 9 19 51 45.10
AAC AAT 26 31 19 76 34.21
AT TCAA 9 5 10 24 37.50
AT AAT 14 5 14 33 42.42
Total 115 70 125 310 37.09

C-57D
AC TCAA 5 6 17 28 17.86
AC AAT 4 12 10 26 15.38
AAC TCAA 9 14 16 39 23.07
AAC AAT 4 10 12 26 15.38
AT TCAA 14 5 21 40 35.00
AT AAT 16 5 8 29 55.17
Total 52 52 84 188 27.65
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120-57D

AC TCAA 5 5 13 23 21.74
AC AAT 10 6 17 33 30.30
AAC TCAA 13 6 8 27 48.15
AAC AAT 4 11 10 25 16.00
AT TCAA 21 6 14 41 51.22
AT AAT 13 13 10 36 36.11
Total 66 47 72 185 35.67

C-24D a120-57D: Tratamientos salinos descritos en la Tabla 1.
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Figura 18. Loci amplificados con la combinacion 4 (ver Tabla 1) de iniciadores
selectivos de EcoRI-Mspl/Hpall para plantas de Physalis ixocarpa no estresadas y
plantas sometidas a los tratamientos A: C-24D y B: 120-24D. La descripcion de los
tratamientos aparece en la Tabla 1), separados en geles de acrilamida al 6%. M:
marcador de peso molecular; I: individuo; H: enzima Hpall; M: enzima Mspl.

La variabilidad epigenética de P. ixocarpa crecida bajo los diferentes
tratamientos salinos analizados se estimé con el indice de diversidad de Nei, el
indice de diversidad de Shannon, y el polimorfismo (%) (Tabla 12). De acuerdo a
esas medidas de variabilidad, el tratamiento C-24D fue el epigenéticamente mas
variable, mientras que el tratamiento 120-57D fue el mas homogéneo. Las
diferencias en los niveles de variabilidad epigénetica entre las plantas control a
diferentes tiempos, puede representar los niveles naturales de la especie (ya que
esas plantas no sufrieron estrés salino) que responden a los cambios en el
desarrollo de las plantas. El polimorfismo encontrado para las plantas no estresadas
de 24 dias de edad (tratamiento C-24D) es similar a los encontrados para una
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variedad de Brassica oleracea (30 %) reportada por Salmén et al. (2008) y para
berro (Rorippa nasturtium aquaticum) (31.25%) reportado por Gutiérrez (2018).

Las diferencias de variabilidad epigenética entre las plantas estresadas y sus
respectivos controles se pueden atribuir a los efectos del estrés salino al cual fueron
sometidas. De la Tabla 12 se puede observar que la variabilidad epigenética de las

plantas dentro de un mismo tratamiento salino disminuye con respecto a su control.

Tabla 12. indices de diversidad (Nei y Shannon) y porcentaje de loci polimérficos
de plantas de Physalis ixocarpa crecidas dentro de mismo tratamiento salino.

Porcentaje de

Tratamiento Indice (:;: crl‘li;I;arsidad di\gl?:i:gaocliede loci pc;Li/oTérfico
annon
C-24D 0.12 0.18 34.74%
120-24D 0.04 0.07 13.62%
C-42D 0.10 0.15 28.17%
120-42D 0.07 0.11 21.60%
C-57D 0.04 0.06 12.21%
120-57D 0.03 0.04 8.45%

La descripcion de los tratamientos aparece en la Tabla 1.

Para estimar la diferenciacion epigenética entre las plantas de P. ixocarpa de
los diferentes tratamientos salinos analizados se calcularon los valores de identidad
y distancia epigenéticas. Estos indices se desarrollaron para estimar la
diferenciacion genética entre grupos; sin embargo, se han utilizado para estimar la
diferenciacion epigenética (Gutiérrez, 2018). Entre estos dos indices existe una
relacion inversa (Nei, 1987), los resultados se presentan en la Tabla 13. Los
tratamientos C-42D y C-24D presentaron la mayor cercania epigenética, porque
entre ellos existe el mayor valor de identidad epigenética y el menor valor de
distancia epigenética. La mayor distancia epigenética y menor identidad epigenética
se presento entre los tratamientos 120-42D y 120-24D.
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Tabla 13. Diferenciacion epigenética de Physalis ixocarpa crecida a dos
condiciones salinas durante diferentes tiempos de exposicion.

Tratamiento C-24D  120-24D C-42D 120-42D C-57D 120-57D

C-24D e 0.86 0.96 0.88 0.90 0.88
120-24D 0.14 o 0.90 0.84 0.87 0.86
C-42D 0.03 0.09 e 0.92 0.94 0.92
120-42D 0.11 0.16 0.07 e 0.91 0.89
C-57D 0.10 0.13 0.05 0.08 B 0.95
120-57D 0.12 0.14 0.07 0.10 0.04 e

Identidad genética (arriba de la diagonal), distancia epigenética (debajo de la
diagonal).

6.4.1. ACP y analisis de agrupamiento basados en los patrones de metilacién
de Physalis ixocarpa var Rendidora crecidas en condiciones diferentes de

salinidad

Los resultados del ACP basado en los patrones de metilacion de P. ixocarpa
no estresada y estresada con 120 mM de NaCl se presentan en la Figura 17. En la
Figura se puede observar que los componentes 1y 2 (PC1y PC2) representan el
52% de la varianza. Estos resultados muestran la clara discriminacién entre las
plantas de P. ixocarpa de los diferentes tratamientos salinos analizados, lo cual
indica que las diferencias epigenéticas generadas por las diferentes condiciones de
crecimiento y también por el desarrollo natural propio de la especie (las plantas
control a tres diferentes tiempos) son de tal magnitud que permiten discriminar entre
ellas. Estas diferencias epigenéticas pueden sustentar el desarrollo de marcadores
epigenéticos que podrian ser utiles en programas de mejoramiento y de expansion

de area de cultivo para la especie.
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Figura 19. Analisis de componentes principales basado en los patrones de
metilacion de Physalis ixocarpa crecida bajo dos condiciones de salinidad durante
diferentes tiempos de exposicion. Los tratamientos aparecen en circulos de
colores diferentes, representando tres réplicas, y se describen en la Tabla 1.

Los resultados del analisis de agrupamiento basado en los patrones de
metilacion de P. ixocarpa var Rendidora crecida bajo los tratamientos salinos
analizados se presentan en la Figura 18. Este analisis confirmo la discriminacion de
las plantas de tomatillo de los diferentes tratamientos que se evidencio por el ACP.
La Figura 18 muestra la formacién de dos grupos principales, uno formado por las
plantas de los tratamientos C-24D, 120-42D, y C-42D. El segundo grupo estuvo
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formado por los tratamientos 120-24D, C-57D, y 120-57D. Esta asociacion sugiere
que las plantas de los tratamientos que formaron cada grupo principal son
epigenéticamente mas similares entre si que cualquiera de ellas con las del otro
grupo. A pesar de esa similitud, las plantas de cada tratamiento pudieron
discriminarse de las de cualquier otro tratamiento, ya que formaron grupos
individuales. Los presentes resultados estan de acuerdo con lo reportado por
Mirouze y Paskowki (2011), acerca de que los factores ambientales alteran los
patrones de metilacion del ADN. Este analisis sustenta los resultados presentados
previamente en el presente estudio sobre la variabilidad epigenética entre las
plantas de un mismo tratamiento (Tabla 12), ya que cada réplica dentro del grupo

de un mismo tratamiento forma un subgrupo.
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Figura 20. Analisis de agrupamiento sobre los patrones de metilacion de P
ixocarpa crecidas en condiciones de salinidad.
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7. CONCLUSIONES

- Physalis ixocarpa puede catalogarse como una especie moderadamente tolerante
a la sal, ya que fue capaz de crecer y desarrollarse bajo una concentracion de NaCl
de 120 mM durante un periodo de 57 dias.

- Los diferentes tratamientos salinos (diferente concentracion de NaCl durante
tiempos cortos. medios, o largos de exposicion) afectaron de manera diferencial
caracteres morfométricos de P. ixocarpa, tales como longitud de parte aérea,
dimensiones de hojas, y longitud de raiz, el estrés salino teniendo efecto favorable
durante tiempos cortos y medios de exposicion. Este efecto diferencial puede tener
importancia agronomica para el cultivo de la especie.

- Los diferentes tratamientos también afectaron de manera diferencial la
acumulacion de diversos compuestos fenodlicos y de carotenoides, asi como de
prolina y la actividad de CAT y SOD, lo que puede ayudar a establecer las
condiciones adecuadas para favorecer la acumulacién de diferentes metabolitos
bioactivos y del aminoacido prolina en los tejidos foliares de P. ixocarpa.

- Los contenidos de fenoles totales y taninos incrementaron de una manera
dependiente de la concentracion de NaCl, sugiriendo un papel protector contra la
salinidad para P. ixocarpa, unicamente en el tiempo corto de exposicion. Los de los
acidos fenodlicos mostraron una dependencia similar unicamente en la exposicion
cronica, mientras que el contenido de prolina mostré esa dependencia bajo
cualquiera de los tratamientos analizados. Por esta razén, se asumié que la prolina
tiene un papel sobresaliente como protector contra el estrés salino en P. ixocarpa.
La acumulacion de prolina de manera dependiente de la concentracion de NaCl se
ha encontrado para otras especies de Solanaceae, por lo que se sugiere que puede
ser una estrategia comun entre elementos de la familia, aunque es necesario

analizar la respuesta en numero mayor de especies de Solanaceae.
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- La composicion fendlica foliar, cuantitativa y cualitativa, de P. ixocarpa fue variable
debido al desarrollo y crecimiento mismo de las plantas y debido también a las
diferentes condiciones salinas. EI numero maximo de compuestos fendlicos
encontrado fue de ocho, uno fue un derivado 3-O-glicésido del flavonol quercetina,
otro un derivado 3-O-glicosido del flavonol canferol, y seis acidos fendlicos, entre
ellos dos derivados del acido p-cumarico. El compuesto 3, un acido fendlico,
sobresalié por incrementar su concentracion mas de 26 veces en el tratamiento
cronico de exposicion a 120 mM de NaCl. El registro de este tipo de cambios en la
concentracion de compuestos fendlicos individuales puede ser de utilidad para
dirigir la acumulacion selectiva de bioproductos de intereés.

- Comparada con la composicion fendlica reportada para otras especies de Physalis,
la de P. ixocarpa fue unica, al igual que la de las otras especies del género, por lo
que se apoya la propuesta de que la composicidn fendlica de plantas tiende a ser

especie-especifica.

- Las respuestas quimicas y bioquimicas de P. ixocarpa crecida bajo diferentes
tratamientos salinos fue especifica para las plantas dentro de cada tratamiento. Por
ello fue posible, por medio de ACP y analisis de agrupamiento, discriminar entre
ellas. Por esto se propone que la caracterizacion quimica y bioquimica puede
sustentar el desarrollo de marcadores con relevancia agrondémica y como parametro

de control de calidad para la especie.

- La concentracion de NaCl y el tiempo de exposicion a ella tuvieron efectos
diferenciales sobre las diferentes respuestas quimicas y bioquimicas analizadas. El
tiempo de exposicion principalmente afectd la concentracion de FT, CR, y la
actividad de CAT, mientras que la concentracion de sal principalmente afectd la
concentracion de fenoles totales, taninos condensados, acidos fendlicos, contenido
de prolina, y actividad de SOD.
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- Seis combinaciones de iniciadores selectivos revelaron niveles variables de
metilacion en los tejidos foliares de P. ixocarpa crecida en los diferentes
tratamientos salinos analizados. Bajo la concentracion de 120 mM de NaCl y
durante los tiempos corto y medio de exposicion, los niveles disminuyeron
comparados con los controles respectivos; sin embargo, aumentaron después de la
exposicidn crénica. Los diferentes niveles encontrados, como las respuestas
quimica y bioquimicas, permitieron discriminar entre las plantas de cada
tratamiento, por lo que pueden sustentar el desarrollo de marcadores epigenéticos
utiles en programas de desarrollo y mejoramiento de variedades.

- Physalis ixocarpa ha desarrollado un sistema complejo de proteccion contra el
estrés salino. La participacion de las diferentes respuestas es dinamica y
complementaria, y es diferencialmente modulada por la intensidad de la salinidad y
por el tiempo que dura esa intensidad. Debido a esto, es necesario registrar las
respuestas no unicamente durante un tiempo corto, sino después de una exposicion
cronica para estar en condiciones de determinar el potencial de adaptacion al estrés
salino de plantas econémicamente importantes, tal como P. ixocarpa, ya que ese
registro puede tener implicaciones agrondmicas en el cultivo, en la expansion del
area de cultivo, y en el fitomejoramiento, asi como en el control de calidad de las
plantas y de sus partes comestibles y/o medicinales.
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8. RECOMENDACIONES

- Se recomienda hacer una exploracion mas amplia de las respuestas de P. ixocarpa
al estrés salino, considerando niveles mas altos de salinidad y periodos de

exposicidn mas largos, abarcando la etapa de desarrollo GS4.
- Se recomienda analizar los cuatro tipos de respuestas (morfométricas, quimicas,

bioquimicas, y epigenéticas) para los frutos de P. ixocarpa, los cuales son las

estructuras comestibles de la especie.
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Background: Diverse plants respond differently to similar saline conditions. The aim of the current study
was to determine the variation in the foliar contents of phenolic compounds, carotenoids, and proline,
and the variation of the activities of catalase (CAT) and superoxide dismutase (SOD) of the edible and
medicinal Physalis ixocarpa throughout three different times of exposure (24, 42, and 57 d) to three salin-
ity levels (0, 90, and 120 mM Nacl). The specific effects of salt concentration and time of exposure were
also assessed.

Results: Proline increase was the only clearly salt-related response, evidencing its significant protective
role in salinized P. ixocarpa under either short, medium, or chronic exposure. One phenolic acid, which
increased up to 26.26 times its concentration (compared to control, under high salinity at the longest
treatment) out of the eight compounds forming the phenolic profile of the species, and CAT and SOD,
under 90 and 120 mM NacCl, respectively, and short and medium exposure, also made important contri-
butions. Salt concentration mainly affected total phenolics, tannins, phenolic acids (PA), proline, and SOD,
whereas exposure time mainly affected flavonoids, carotenoids, and CAT.

Conclusions: The participation of the different protection mechanisms of P. ixocarpa against salinity is
dynamic and complementary, and it is differentially modulated by the salt concentration and the time
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of exposure. Proline is the main mechanism for the species. The accurate chronic registration of the
responses is needed to determine its adaptation potential to salt stress. The results have agronomic

and food quality implications.
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1. Introduction

Salinity cause inhibition of plant growth and development by
diminishing the external water potential, generating ionic imbal-
ance, ionic toxicity, and oxidative damage [1], which may lead to
plant death.

Plants have developed adaptive chemical and biochemical
mechanisms to reduce oxidative damage resulting from abiotic
stress. The chemical mechanisms include the biosynthesis of sec-
ondary metabolites, such as antioxidant phenolic compounds and
carotenoids [2,3]. The biochemical mechanisms include the accu-
mulation of osmolytes such as proline [3], and the participation
of antioxidative enzymes such as catalase (CAT) and superoxide
dismutase (SOD) [4].

Most studies on the responses of plants to salinity have been
carried out in a single stage of development [2,3,5,6] and have
focused on short-term responses [2,3]. An important insight from
these studies is that different plant species of comparable age
respond differently to similar saline treatments. In the current
study, we hypothesize that salt level and the duration of exposure
differentially modulate the chemical and biochemical responses of
plants, and we consider that the accurate knowledge of the partic-
ular defense strategies deployed by economically important plants
throughout long exposures to different salinity levels would con-
tribute to reveal their adaptive potential for cultivating in salinized
soils and could support the development of improvement and crop
expansion programs.

Physalis ixocarpa Brot. ex Hornem (husk tomato) belongs to
Solanaceae. It is an important edible and medicinal plant in
Mesoamerica [7]. Husk tomato is native to Mexico and is cultivated
mainly in the tropical and subtropical regions of its territory,
although, currently, it is cultivated in other countries [8]. In Mex-
ico, due to the increase in its demand, it seeks to expand the areas
of cultivation [9]. Arid and semiarid regions cover more than a half
of the territory of this country [10]; nevertheless, for different rea-
sons, these regions are being particularly affected by salinity,
which is one of the major abiotic stress limiting plant productivity
[11]. In this context, the assessment of the responses of P. ixocarpa
to salinity becomes a relevant issue. Despite this issue and its
importance as an edible and medicinal plant, the responses of P.
ixocarpa to salt stress have been less explored [12,13]. The aim of
the current study was to determine the variation in the foliar accu-
mulation of phenolic compounds, terpenoids, and proline, and of
the activities of SOD and CAT of salt-stressed P. ixocarpa through
short, medium, and chronic exposure, and to determine whether
the salt concentration and the exposure time differently affect
the chemical and biochemical responses of the species.

2. Materials and methods
2.1. Plant material and saline treatments
Seeds of P. ixocarpa var. Rendidora were germinated (May 2018)

in a greenhouse in Durango, Mexico, in peat moss—agrolite (8:2)
[9]. The study was conducted under repeated measures designs
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with one factor and three replicas. The factor levels were 0, 90,
and 120 mM Nacl [13], corresponding to 0.96, 10.35, and 14.04
dS/m electrical conductivity, respectively. The repeated measures
were 24, 42, and 57 d (these times represent growth stages of
the species). Experimental lots were formed by 15 plants. Each sal-
ine treatment (Table 1) had three experimental lots (replicas). Salt
solutions were applied eight days after germination (when 100%
germination was reached). The respective saline solutions were
provided in a manner such that the respective electrical conductiv-
ity was maintained. Electrical conductivity was checked daily. Min-
imum and maximum temperatures varied between 14.9°C and
17.7°C, and 33.5°C and 46.7°C, respectively, all over the study.
The daily photoperiod was 13 h.

2.2. Phenolic extracts

Leaves from the 15 plants of each experimental lot of each
treatment (three lots for each saline treatment, representing three
replicas) were collected, combined, dried at 40°C, ground, and
independently analyzed. Extracts were prepared from 3 g of sam-
ple, according to Vasavilbazo-Saucedo et al. [14].

2.3. Total phenolics (TP)

TP was determined according to Noreen et al. [15], from a gallic
acid standard curve (Abs;es = 11.2460 [gallic acid] - 0.0180,
r = 0.9998). Contents were expressed as milligrams equivalents
of gallic acid per gram of dry extract (mg GAE/g DE).

2.4. Condensed tannins (TCT)

TCT was estimated according to Julkunen-Tiitto [16], from an
epicatechin standard curve (Abssgo = 2.1932 [epicatechin] + 0.015
0, r = 0.9949), and expressed as milligrams equivalents of epicate-
chin per gram of dry extract (mg EE/g DE).

2.5. Carotenoids (CR)

Extraction and quantification of carotenoids were carried out
according to Conesa et al. [17] by using a standard p-carotene

Table 1
Saline treatments to which Physalis ixocarpa was submitted.

Treatment Saline condition Exposure time
(mM Nacl) (Days)
C-24D 0 24
90-24D 90 24
120-24D 120 24
C-42D 0 42
90-42D 90 42
120-42D 120 42
C-57D 0 57
90-57D 90 57
120-57D 120 57

Control plants received only nutrient solution (potassium nitrate, 0.50 g/L; calcium
nitrate, 0.70 g/L; magnesium nitrate, 0.20 g/L; mono ammonium phosphate, 1.00 g/
L; potassium sulfate 0.50 g/L; and micronutrients 0.20 g/L).
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curve (Absysg = 0.6472 [ f-carotene] — 0.0036, r = 0.9999). Contents
were expressed as micrograms equivalents of -carotene per gram
of dry tissue (pg p-CE/g DT).

2.6. Phenolic profiles

The phenolic profiles were determined in a Perkin Elmer Flexar
HPLC-DAD system, using the gradient method previously described
[18], with a Perkin Elmer Brownlee Analytical C18 column (4.6 x
250 mm, 5 pum). Chromatograms were registered at 260 and
340 nm. UV spectra of the resolved peaks were registered between
200 and 400 nm, using a Perkin Elmer Flexar diode array-detector
(DAD). The injection volume was 100 pL and the flow rate was
0.8 mL/min. Structural information was obtained by interpreting
the UV spectra according to Campos and Markham [18], and by
comparing the retention time (RT) and /,x of the resolved com-
pounds in the chromatograms with those of the standards. Concen-
trations were estimated by area measurements, using a standard
curve of rutin (slope: 6564.40, intercept: 127.33, r = 0.9965) for fla-
vonols and a standard curve of ferulic acid (slope: 39870.00, inter-
cept: 6372.9, r = 0.9985) for phenolic acids (PA) and their
derivatives. Concentrations were expressed as micrograms per
gram of dry extract (pg/g DE). The total contents of flavonoids
(TF) were estimated by adding the individual flavonoid concentra-
tions of one sample, whereas the total contents of PA by adding the
individual PA concentrations of one sample. Concentrations were
reported as milligrams per gram of dry tissue (mg/g DE).

2.7. Antioxidant capacity

The DPPH. (1,1-diphenyl-2-picrilhidrazil) scavenging activity,
determined according to Medina-Medrano et al. [7], was expressed
as the efficient concentration at 50% (ECso, mg/mL). The iron-
reducing power (IRP) was evaluated according to Chavan et al.
[19], registering the sample absorbance at 700 nm.

2.8. Proline

Proline content was determined according to Sarker and Oba
[4], from a proline standard curve (Abssyy = 1.4946 [L-
proline] + 0.0230, r = 0.9939) and expressed as milligrams per gram
of fresh tissue (mg/g FT).

2.9. CAT and SOD activities

Enzyme extracts and the activities of CAT and SOD were accord-
ing to Sarker and Oba [4]. The protein content in the enzyme
extracts was estimated according to M&hre et al. [20], from a stan-
dard curve of bovine serum albumin. CAT and SOD activities were
expressed as units per gram of protein (U CAT/g Prot) and units per
milligram of protein (U SOD/mg Prot), respectively.

2.10. Data analysis

Data were submitted to repeated measures analysis and means
separated by Duncan’s multiple range test (p < 0.05), using RStudio.
Principal component analyses (PCA) was used to determine the
contribution of the chemical and biochemical response to differen-
tiation of plants from different treatments. The chemical and bio-
chemical relations between plants from different treatments
were separately determined by cluster analyses (paired group
UPGMA and Euclidean similarity index). The effects of salt concen-
tration and time of exposure on the chemical and biochemical
responses were assessed using canonical correspondence analyses
(CCA). Cluster analyses, PCA, and CCA were obtained using
Past4.07b.
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3. Results and discussion
3.1. Effect of treatments on chemical responses

Plants under any treatment had a good survival, suggesting that
P. ixocarpa has an excellent adaptation potential to salinity.

Significant differences in the accumulation of the types of phe-
nolic compounds analyzed were found (Fig. 1a-1d). The results
revealed that the leaves of unstressed P. ixocarpa are a good source
of TP and TF when compared with the leaves of other Solanaceae,
such as Solanum lycopersicum, for which 7.34 mg/g extract of total
phenolics and 18.51 mg/g extract of flavonoids were reported [2]. A
salt-dependent increase of TP and TCT was observed only after 24 d
of exposure, suggesting that these compounds represent an initial
strategy of P. ixocarpa to cope with saline stress, whereas, only
after d 57, a salt-dependent increase of PA was detected, suggest-
ing their participation as protectors after chronic saline exposure.
No salt-dependent increase but decreases were observed for TF
after any time of exposure, revealing that flavonoids play no
important role as protectors against salinity in husk tomato. The
reduction in TF was also reported for S. lycopersicum [2], although
in that study only one NaCl concentration, not progressive
increases, was evaluated. Comparing our results with those found
for other plant species, a great diversity of responses in the accu-
mulation of TF and PA have been informed [5,6,21,22,23]; even, a
minor significance of flavonoids as protectors against salt-
induced oxidative damage has been reported [24]. This diversity
of responses could be a consequence of the different experimen-
tal conditions, in which the studies were carried out. However, it
can also indicate that diverse genetically controlled responses
against saline stress have emerged among different plant species,
even in related species. The species-specific responses found for
species of the genus Brassica (Brassicaceae) [25] support this
proposal.

Carotenoids are other secondary metabolites reported as pro-
tectors against salinity stress [26]. In plants, carotenoids play
essential roles in photosynthesis and photoprotection [27]; how-
ever, according to the data shown in Fig. e, their involvement as
protectors against salinity stress was little relevant in P. ixocarpa.
A reduced role for these compounds was also found for other Sola-
naceae [2,3], suggesting a probable common response of carote-
noids under salt stress in the family. Nevertheless, other species
responded differently [21,26].

Our results suggest that the accumulation of phenolic com-
pounds and carotenoids of a single species vary under short, med-
ium, and long salt treatments. Thus, the accurate registration of the
chemical changes taking place in chronically salinized plants is
necessary for a better understanding of the accumulation pro-
cesses and roles of secondary metabolites, which can represent
useful markers to support the development of conservation,
improvement, and crop expansion programs.

The DPPH. scavenging activity and the IRP of husk tomato
leaves were not clearly dependent on phenolic contents and salt
concentration (Fig. 1f-1g). Contrary, the increase of DPPH. scaveng-
ing activity as the increase of phenolic contents and abiotic stress
has been found for other species [4]. However, not only the con-
centration of phenolic compounds but also the composition is
important in determining the antioxidant activity in plant tissues
[28].

The HPLC-DAD analysis revealed eight main phenolic com-
pounds. Fig. 2a-2i shows the chromatograms registered for each
sample. Fig. 3 displays the UV spectra of each compound resolved
in the chromatograms, its RT, and /,,x. Compounds 1-4 were PA, 5
and 6 were flavonols. Compound 5 was proposed as rutin. 6 was a
kaempferol-3-O-glycoside. 7 and 8 were p-coumaric acid
derivatives.
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Fig. 1. Effect of saline treatments on the content of total phenolics (a), condensed tannins (b), flavonoids (c), PA (d), carotenoids (e), DPPH. scavenging capacity (f), and IRP (g)

of Physalis ixocarpa. DE: Dry extracts, DT: Dry tissue.

28

95



Claudia E. Hernandez Pacheco

IPN CIIDIR Unidad Durango

Doctorado en Biotecnologia

C.E. Herndndez-Pacheco, N. Almaraz-Abarca, M. Rojas-Lépez et al.

C-24D

Absorbance

10 20 30 40 50 60
Retention time (min)

Absorbance
N
>

10 20 30 40 50 60
Retention time (min)

120-24D s

10 20 30 40 50 60
Retention time (min)

C-42D

Absorbance

Absorbance

Absorbance

Absorbance

8

Absorbance

8

8

N
8

3

Electronic Journal of Biotechnology 59 (2022) 25-35

90-42D

©

© =

24

©

=

©

20 30 40 50 60
Retention time (min)

120-42D

20 30 40 50 60
Retention time (min)

C-57D 8

20 30 40 50 60
Retention time (min)

90-57D

10 20 30 40 50 60
Retention time (min)

120-57D

w
>

N
©

Absorbance

©

Fig. 2. HPLC-chromatograms of the foliar extracts of Physalis ixocarpa exposed to different saline treatments. Saline treatments according to Table 1. Numbers in bold

represent compounds according to Table 2.

29

30
Retention time (min)

20 30 40 50 60
Retention time (min)

40 50 60

96



Claudia E. Hernandez Pacheco

IPN CIIDIR Unidad Durango

Doctorado en Biotecnologia

C.E. Herndndez-Pacheco, N. Almaraz-Abarca, M. Rojas-Lépez et al.

0.015 11 (RT: 20.94) 325

[0}
o
ot
@
2
o
172
Qo
<
0.000 + . ; , .
200 250 300 350 400
A (nm)
0.03 12 (RT:22.96)
8 002 ¥t
&
S8 002
@
2 0.01
0.01
0.00 + : )
200 300 400
A (nm)
0.12 93 (RT:24.77) B
§ 0.10 A
3 0.08 A 295sh,
g  0.06 -
£ 0.04
0.02 4
0.00 . ,
200 300 400
A (nm)
0.20 14 (RT:30.64) 3,
Q
2 0.15 4 296sh
©
i =
s 0.10 A
(7]
Qo
< 0.05 4
0.00 . )
200 300 400
A (nm)

Absorbance Absorbance

Absorbance

Electronic Journal of Biotechnology 59 (2022) 25-35

0.30 15 (RT: 32.99)

200 300 400
A (nm)
0.15 1 6 (RT: 35.14)
0.00 + . 3
200 300 400
A (nm)
0.12 1 7 (RT: 45.28) ,y,
0.10 4 308sh
0.08 4
0.06 4
0.04 4
0.02 4
0.00 . ,
200 300 400
A (nm)
0.08 - 8 (RT: 52.34)
0.06 - 309sh
0.04 4
0.02 4
0 . )
200 300 400
A (nm)

Fig. 3. UV spectra of the major foliar phenolics of Physalis ixocarpa. RT: Retention time (min). Numbers in bold represent compounds according to Table 2.

The foliar phenolic profile of untreated mature P. ixocarpa
(Fig. 2g) was different from those reported for other species (also
in the mature stage) of the genus, such as P. patula, P. solanaceae,
P. subulata, P. angulata, and P. hederifolia var. hederifolia 7], sup-
porting the proposal made by several authors that phenolic profiles
have a species-specific trend [7,29].

Quantitative age-dependent differences were observed in the
foliar phenolic profiles of untreated P. ixocarpa (Table 2), in accor-
dance with the quantitative age-dependent variation found for
Physalis angulata [30]. The high concentrations of 5 and 6 in plants
from C-24D were notable.

In addition to the changes in the concentration of the individual
foliar phenolic compounds of P. ixocarpa due to the natural demand
during its growing process, changes caused by treatments were

30

found (Table 2). Only under the longest treatments (57 d), 3 signif-
icantly increased in a salt-dependent manner by 17.19 and 26.26
times more under the moderate and high salinity, respectively,
than the respective control, suggesting that this phenolic acid plays
an important protective role in husk tomato against salinity after
chronic exposure. The accumulation of some PA under a deter-
mined saline condition but not in others (Table 2) is in agreement
with other reports [11,25], suggesting a dynamic participation
against salt stress for some single phenolic compounds, according
to defined combinations of salt concentration and time of
exposure.

No clear protector role was found for the two flavonols 5 and 6
neither the two p-coumaric acid derivatives 7 and 8 (Table 2), in
disagreement with that reported for other plants [11,31], including
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Table 2

Concentrations (pug/g DE) of the individual compounds of Physalis ixocarpa leaves under different salt treatments.

Treatment

Compound Type of

90-42D 120-42D C-57D 90-57D 120-57D

C-42D

120-24D

90-24D

C-24D

compound

NF NF 70.24 + 6.76 NF NF NF
NF

NF

NF

[
z

NF

NF

74391 £ 111.22

NF NF
NF

NF

379.48 + 24.47a

248.40 + 17.20b

14.45 + 2.45¢

124.05 + 6.76b

681.05 + 14.93b 728.21 + 37.09b 287.27 + 34.26a

1275.75 £ 46.71a

NF

1551.99 + 139.21
19498.72 + 1538.41a 4340.24 + 139.47b 2925.71 + 320.65b 7853.40 + 448.45a 2975.95 + 208.83b 2220.53 + 246.19c 925.88 + 20.81b

1219.99 £ 106.17a

894.29 + 97.80b

Quercetin-3-0-

[rhamnosyl(1-6)
glucoside] (Rutin)
Kaempferol-3-0-

glycoside

10343.16 + 1380.20a 1320.91 + 155.36b 2496.19 + 142.06b 9114.48 + 732.58a 3847.75 + 231.32b 2121.69 + 206.54c 2793.59 + 134.77a 1722.49 + 87.06c 1985.48 + 116.08b

©

74445 + 65.00a 72893 + 17.59a

584.13 + 50.38b

1182.28 £ 115.67a 654.97 + 51.42b 401.40 + 17.41c

368.15 + 20.01b
668.20 + 54.57b

635.83 + 31.70a

NF

p-coumaric acid

1074.61 +£59.29b  1171.79 £ 22.26a 1161.29 * 36.29ab

1075.85 + 143.39a  613.49 + 17.55b

999.53 + 82.72a

600.15 + 48.28b 1159.25 + 15.81a

p-coumaric acid

The values represent the mean and standard deviation for three independent samples. Different letters in the same line mean significant differences (p < 0.05). DE: Dry extract; NF: Not found.
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tomato [32]. The variation of the individual compounds concentra-
tions suggests that for a single plant species, variations in salt con-
centrations and exposure time can stimulate the accumulation of
different flavonoids and PA, which could be useful to improve
the selective accumulation of bio-products in plants.

3.2. Effect of treatments on the biochemical responses

The variations in proline, CAT, and SOD are shown in Fig. 4a-4c.
The clear salt-dependent increase of proline content was observed
in every exposure time, mainly after 57 d (Fig. 4a), suggesting that
this amino acid is a key biochemical mechanism of P. ixocarpa
against moderate and high saline stress, either under short, med-
ium, or chronic exposure. This prominent role of proline in salt-
stressed husk tomato can derive from its multiple roles in cells,
such as an osmolyte, which protects plants against the osmotic
unbalance generated by saline stress [33,34]; as a protector against
oxidative damage, due to its capability to scavenge hydroxyl radi-
cal and quench singlet oxygen; and as a stabilizer of macro-
molecules and membrane structure [33]. The importance of
proline in plant defense against salt has also been revealed for
other species of Solanaceae [2,3], which could suggest a common
strategy of proline accumulation against salinity in the family.

CAT played a major protective role after 24 and 42 d of exposure
to 90 mM Nadl, its activity increased by about 5 and 3 times,
respectively, compared to the respective controls (Fig. 4b), suggest-
ing a hydrogen peroxide detoxification promotion in P. ixocarpa
under these saline conditions, as CAT catalyzes that detoxification
in cells [4]. SOD played a protective role in P. ixocarpa after the
same times of exposure (24 and 42 d) but under the strong salt
concentration (Fig. 4c), as its activity increased by 1.20 and 1.38
times, respectively, compared to the respective controls, suggest-
ing a promotion of dismutation of superoxide radicals to H,0,
and O, in the leaves of P. ixocarpa, as this enzyme catalyzes this
reaction in cells [4]. The results suggest a complementary role for
these two enzymes under increased salt concentration for P. ixo-
carpa after short and medium time of exposure. Important protec-
tive roles of CAT and SOD were also found for the Solanaceae S.
lycopersicum [2] and L. ruthenicum [3], although for these species
it is difficult to assign a complementary role because the studies
were carried out at a single time of exposure for the first species
and at only one salt level and one time of exposure for the second
one. Different results have been reported for other plants, for
which neither CAT nor SOD responded to increases of salt concen-
tration [22].

Regarding the chemical responses, the variation of biochemical
responses may be the consequence of a diversity of genetically
controlled responses against saline stress that have emerged in dif-
ferent plant species, with a single species being able to display a
wide, complementary, and complex range of biochemical
responses throughout chronic exposure to different salt
concentrations.

3.3. PCA and cluster analysis based on the chemical and biochemical
responses

PC1 and PC2 of the chemical responses-based PCA accounted for
99.94% of the variance; PC1 was correlated with CR, TCT, and the
antiradical activity, whereas PC2 was correlated with TF (Fig. 5a).
PC1 and PC2 of the biochemical responses-based PCA accounted
for 99.74% of the variance; PC1 was correlated with CAT and PC2
was correlated with proline (Fig. 6a). All these responses sustained
the discrimination between P. ixocarpa from different saline
treatments.

The similarity between the chemical and biochemical
responses of P. ixocarpa from different saline treatments was
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assessed by two cluster analyses (Figs. 5b and 6b). Both cluster
analyses revealed that at early growth stages the chemical and
biochemical responses of P. ixocarpa to different treatments were
less variable than at advance stages, as plants from the treat-
ments 90-24D and 120-24D formed a single group with the high-
est similarity, whereas plants from the longer treatments formed
a more heterogeneous group. However, both cluster analyses
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corroborated the potential of the chemical and biochemical
responses to discriminate between husk tomato cultivated under
different salt treatments, as plants from each treatment was
grouped in a single clade. These results verify that the chemical
and biochemical responses of the husk tomato represent a valu-
able fingerprinting with agronomic and food quality control
implications.
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3.4. Relation of the chemical and biochemical responses and salt
concentration and time of exposure

The effect of salt concentration and time of exposure on the
chemical responses evaluated for salt-stressed P. ixocarpa were
assessed by a CCA (Fig. 7). CCA1 explained 96.23% of total variance
(1,000 permutations, P = 0.001). The results indicate that the time
of exposure mainly affected TF and CR, whereas salt concentration
had a greater impact on TP, TCT, PA, and the antioxidant properties.

The effect of salt concentration and time of exposure on the bio-
chemical responses evaluated of salt-stressed P. ixocarpa were
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assessed by other CCA (Fig. 8). CCA1 explained 97.73% of total vari-
ance (1,000 permutations, P = 0.001). The time of exposure mainly
influenced CAT activity, whereas salt concentration mainly influ-
enced proline content and SOD activity.

The current results reveal that for P. ixocarpa some chem-
ical and biochemical responses were mainly triggered by salt
concentration, whereas others mainly responded to exposure
time. As chemical changes determine variations in the
organoleptic and functional properties of plants [35], the accu-
rate registration of these changes can be useful as control
quality tools.
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4. Conclusions

Physalis ixocarpa has developed complex defense systems to
cope with salt stress. Proline was revealed as the main defense
mechanism; however, under particular saline conditions, proline
can synchronize with the increase in compound 3 and CAT and
SOD activities. The panorama revealed here for P. ixocarpa, suggests
that the participation of the different mechanisms is dynamic and
complementary, and it is differentially modulated by intensity of
salinity and duration of the treatments. Since the responses can
vary as the time of exposure increases, it is necessary to register
not only short-time responses but long-time responses to deter-
mine the adaptation potential of economically important plants
to salinity. The collected data have agronomic and food quality
implications.
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