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1.- INTRODUCCION

El cultivo de Capsicum spp. es de gran importancia agricola y econdmica en paises
de América Latina, Asia y Africa. Los frutos de Capsicum spp., son utilizados en
colorantes naturales, conservantes de alimentos, ingrediente en productos
farmacéuticos y aerosoles de autodefensa (Razo et al., 2021). El chiltepin (C.
Annuum L. var. Grabliusculum) es una variedad silvestre de C. annuum (Gonzalez
et al., 2011) y forma parte de la cultura y economia en las sociedades rurales de
Puebla (Bafiuelos et al., 2008). En el municipio de Venustiano Carranza, Puebla, no
existe registro de superficie de produccion, sin embargo, se le considera un producto
de alto valor econdmico (Sandoval et al., 2018).

Por otro lado, la pungencia en C. annuum se debe a los capsaicinoides; los dos mas
abundantes son la capsaicina (8-metil-N-vanillyl-trans-6-nonenamida) y la
dihidrocapsaicina (8-metil-N nillyl-trans-6-nonenamida) (Stan et al., 2021). Los
capsaicinoides son 1000 veces mas picantes que los capsinoides, caracteristica de
interés, debido a su efecto antibacteriano, fungicida, bacteriostatico, bactericida e
insecticida (Fayos et al., 2018, Li et al., 2019); con base en estos estudios, se
propone a los capsaicinoides como alternativa a los pesticidas quimicos, y asimismo
atender la problematica ambiental generada por el abuso de estos (Yadav et al.,
2015), evitando la incorporacién de compuestos quimicos a cuerpos de agua dulce
en concentraciones que amenacen la salud de los organismos en el ecosistema
(Claros et al., 2019). La formulacién de un plaguicida organico obtenido de frutos
maduros de chiltepin provenientes del municipio de Venustiano Carranza Puebla;
consistié en analizar sus caracteristicas plaguicidas en laboratorio y en campo. El
efecto plaguicida de extractos etandlicos de chiltepin con semilla (EECS) y sin
semilla (EESS) se evaluo in vitro con el modelo bioldgico Arabidopsis thaliana, asi
como en cultivos puros del fitopatbgeno Alternaria spp. que afecta a cultivos de
importancia agricola como la calabaza (Cucurbita pepo L.). Al modelo in vivo del
estudio se le aplicé EECS, EESS, asi como Foley® Rey, un plaguicida comercial de
uso comun en el municipio. La viabilidad de la propuesta del uso de extractos

etandlicos de chiltepin con presencia de capsaicinoides se realiz6 mediante el



concepto de ecoexergia, al cual se le midié el aprovechamiento energético con base
en la biomasa registrada en las plantas tratadas (Ulanowicz et al., 2006). Los efectos
ecotoxicoldgicos del producto Foley® y los extractos etandlicos de chiltepin se
evaluaron en el modelo Daphnia magna, el cual permitié esclarecer mecanismos de
toxicidad aguda y crénica en la cadena trofica. Este organismo al ser un indicador
bioldgico (Kim et al., 2017, Orsini et al., 2018) posee bondades en laboratorio como
una alta sensibilidad a compuestos, periodo de vida corto, facil cultivo y
reproduccion partenogenética (Altshuler et al., 2011). Los resultados obtenidos
fueron modelados matematicamente como resultado de un estudio integrado del
analisis realizado en laboratorio y campo. La propuesta de un plaguicida organico
obtenido de frutos maduros de chiltepin proveniente del municipio de Venustiano
Carranza, perteneciente a la Sierra Norte de Puebla; tendrda como perspectiva,
minimizar los impactos generados sobre el medio ambiente (Foley et al., 2011),
promoviendo la soberania alimentaria del agricultor de comunidades rurales de la

Sierra Norte de Puebla.

2. JUSTIFICACION

El uso de compuestos quimicos en el combate de plagas y enfermedades en la
agricultura ha provocado severas pérdidas de flora y fauna, asi como un dafio a la
salud humana, repercutiendo en la dindmica ambiental. Su uso indiscriminado
deriva del incremento en la demanda de alimentos en respuesta al aumento de la
poblacion a nivel mundial. Por lo que, en la presente investigacion, se propone la
formulacion de un plaguicida organico obtenido a partir de extractos etandélicos de
chiltepin (Capsicum annuum L. var. Glabriusculum) proveniente del municipio
Venustiano Carranza, Puebla, como alternativa biodegradable al uso de los
plaguicidas quimicos. La propuesta de un plaguicida organico a partir de extractos
etandlicos de chiltepin es una alternativa que permitira a los agricultores producir
alimentos en un esquema de seguridad y soberania alimentaria al minimizar o
eliminar el uso de compuestos quimicos, asegurando los recursos y el derecho a

una alimentacion segura.



3. MARCO DE REFERENCIA

3.1 Historia e identificacion botanica de Capsicum annuum L. var.
Glabriusculum

El género Capsicum (Solanaceae) esta constituido por alrededor de 30 especies. El
chile (género Capsicum) fue una de las primeras plantas domesticadas en el
Continente Americano (Hernandez et al., 1999). En México se han domesticado a
las especies C. annuun y C. frutescens, las que se encuentran en poblaciones
silvestres con una gran variabilidad morfologica y genética. El chile ha sido parte
importante en la cultura y la alimentacion de la poblacion mexicana, su papel en la
historia de las culturas prehispénicas y en la época de la colonia esta ampliamente
documentada tanto en los codices como en los relatos de los cronistas de la
conquista (Long-Solis, 1986) ubicandose incluso entre una de las siete hortalizas
mas cultivadas a nivel mundial con una produccién aproximada de 24 millones de
toneladas (Latournerie et al., 2015). En el afio de 1979, la FAO propuso al género
Capsicum como cultivo de alta prioridad para estudios de conservacion, por su
importancia econdmica y la pérdida del alto grado de variabilidad natural que

presentan las plantas (Caughey et al., 2020).

En México se cultivan las especies C. annuum, C. chinense, C. frutescens y C.
jubesens, de estas cinco especies domesticadas, C. jubescens y C. baccatum son
faciles de distinguir, mientras que para los taxa del complejo C. annuum, C.
chinense, C. frutescens no existen caracteres morfoldgicos distintivos unicos (Tabla
1), por lo cual es mas factible tomar algunos caracteres distintivos en conjunto
(Hernandez et al., 1999). De estas especies de chile, C. annuum es la mas
importante, econémicamente, ya que se cultiva en todas las regiones agricolas del
pais, mientras que las otras tres especies restantes se cultivan en la region sureste
(Hernandez et al., 1999).



Figura 1. Planta de chiltepin del municipio de Venustiano Carranza.

3.2 Composicion fisicoquimica del chiltepin

El ‘Chiltepin’ es un chile muy popular en México debido a su picor, sabor y aroma,

que lo vuelve muy apreciado en la gastronomia mexicana (Hayano et al., 2015). Se

ha determinado que algunas de las propiedades antioxidantes, analgésicas,

antiinflamatorias y anticancerigenas son atribuidas a la presencia de los

capsaicinoides y capsinoides (Fayos et al., 2018), estos compuestos son

sintetizados en la placenta del fruto (Estrada et al., 2000).

Tabla 1. Caracteristicas morfolégicas que distinguen a las especies domesticadas de Capsicum

entre si y de sus posibles progenitores silvestres.

Especie

Céliz
dentado

Constriccion
en el caliz

Color (tamafio y
forma) de la corola

NUm. de
flores por
nudo

Color y forma
de la semilla

C. pubescens | presente Pdarpura 1(2-3) Negra,
rugosa
C. cardenassi* | presente Parpura 2-3 amarilla, lisa
(campanulada)
C. eximium* presente Magenta a blanco 2-3 Amarilla, lisa
con manchas
amarillo-verdosas
C.baccatum presente Blanca con manchas 1 Amarilla, lisa
var.pendulum amarillo-verdosas
C.baccatum presente Blanca con manchas 2-3 Amarilla, lisa
var.baccatum* amarillo-verdosas
C.annuum presente ausente Blanca(grande) 1 Amarilla, lisa
var.annuum
C.annum ausente ausente Blanca(pequefia) 1(2-3) Amarilla, lisa
var.glabriuscu
lum
C.chinese ausente presente Blanca opaca 2-3 Amarilla, lisa
C.frutescens ausente ausente Blanca verdosa 2-3 Amarilla, lisa

* Pariente silvestre mas cercano




Nota. Cuadro extraido de (Hernandez et al., 1999, p. 7).

Los capsaicinoides son los compuestos responsables de la pungencia de los frutos
de pimiento y sus productos (Arabaci et al., 2014). Los dos capsaicinoides mas
abundantes son la capsaicina (C) (8-metil-N-vanilil-trans-6-nonenamida) y la
dihidrocapsaicina (DhC) (8-metil-N-vanilinonanamida) (Mueller et al., 2010). Las

estructuras quimicas de estos compuestos se muestran en la Figura 2.

H
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Figura 2. Estructura quimica de capsaicina (a) y dihidrocapsaicina (b). Extraido de Stan et al., 2021.

Las cantidades de capsaicinoides que se encuentran en los frutos de los chiles
pueden variar de acuerdo con la intensidad de la luz, la temperatura y los elementos
minerales con los que se cultiva la planta; la edad de la fruta; y la posicién del fruto
en la planta (Marincas et al., 2018). En frutos comerciales de chile, el contenido de
capsaicina es generalmente de 33 a 59%, mientras que el contenido de
dihidrocapsaicina es generalmente de 30 a 51% y no dihidrocapsaicina de 7 a 15%,

siendo el resto <5% de capsaicinoides (Mufioz et al., 2020).

El contenido de capsaicinoides en los chiles es uno de los principales parametros
que determinan su calidad comercial. Las caracteristicas estructurales de los
capsaicinoides que son responsables de su sabor picante estan asociadas con la
presencia de un enlace amida que conecta un anillo de vainillilo y una cadena de
acilo. Las actividades biologicas de estos compuestos y los frutos de los chiles

también estan asociadas con estas caracteristicas estructurales (Stan et al., 2021).



3.2.1 Contenido de capsaicinoides en chiltepin

La composicion de los frutos de C. annuum incluyen proteina, carbohidratos, fibras
dietéticas, vitamina C, calorias, materia seca y grasas que proveen de energia (Zaki
et al., 2013). Las plantas del género Capsicum sintetizan y acumulan
capsaicinoides, alcaloides responsables del sabor picante, estos se encuentran en
el tejido de la placenta que rodea a las semillas y su concentracion esta en funcion
del genotipo de la planta, la madurez de la fruta y las condiciones en la que se lleve
a cabo su cultivo (Zewdie y Bosland, 2000). De los capsaicinoides sintetizados
naturalmente, existen principalmente cinco importantes que son: capsaicina,
dihidrocapsaicina, nordihidrocapsaicina, homocapsaicina y homodihidrocapsaicina,
de los cuales, tanto la capsaicina como la dihidrocapsaicina son reportados como

los mas abundantes y de elevada potencialidad (Laskaridou-Monnerville, 1999).

En el afio de 2013 Gonzales Zamora et al., evaluaron el contenido de capsaicina en
7 especies de chile obtenidas del norte de México: chiltepin, jalapefio, chile de arbol,
serrano, puya, ancho y guajillo, lo anterior mediante HPLC. Los resultados destacan
la doble concentracion de capsaicina y dihidrocapsaicina en el chiltepin en
comparacion con el chile de &rbol, y alrededor de 1,5 veces més que en el jalapenio.
En cuanto a los dos principales capsaicinoides, sus concentraciones rondan entre
el 82 % y el 90 % (Cisneros-Pineda, et al., 2007), siendo la variedad de chiltepin la
que acumulé el nivel mas alto de capsaicinoides totales con 31.84 mg/g peso seco
(Gonzalez-Zamora et al., 2013).

3.3 Antecedentes de uso de capsaicinoides como bioplagicidas

La actividad insecticida de extractos de frutos de Capsicum ha sido evaluada en
forma de polvo, tal es el caso de C. annuum L. frente a plagas de Rhyzopertha
dominica y Sitophilus granaries revelando que a mayores concentraciones su
progenie fue completamente reducida (Ling et al.,, 2012). Los efectos de la
pulverizacion de los frutos y semillas de C. annuum y C. frutescens se estudiaron
sobre Callosobruchus maculatus y Sitophilus zeamais siendo estos venenosos a

concentraciones de 5.0y 7.5 g en un tiempo de 48 y 96 h respectivamente (lleke et



al.,, 2013). Li et al, en el 2019 evaluaron la actividad insecticida de los
capsaicinoides naturales (NC) asi como ingredientes activos de pesticidas como
imidacloprid, abamectina y piridaben, contra 14 insectos agricolas tanto en el
laboratorio como en el campo, el orden de actividad insecticida de capsaicinoides
naturales es la siguiente: Aphis gossypii (de Cucumis sativus) > Tetranychus
viennensis > Tetranychus cinnabarinus > Aphis gossypii (de Gossypium spp.)>
Aphis citricola > Lipaphis erysimi > Panonychus ulmi > Brevicoryne brassicae >
Myzus persicae > Aphis craccivora > Plutella xylostella > Tetranychus trunca >
Ectropis obliqua hypulina > Pieris rapae. Aphis gossypii de C. sativus son sensibles
a NC, pero P. xylostella, E. obliqua hypulina, P. rapae y T. truncates resultan
insensibles. Los resultados consistentes encontrados en el laboratorio y los
experimentos de campo efectuados por Claros et al., (2019) sugieren fuertemente
que los capsaicinoides y glucosinolatos pueden ser una alternativa ecolégica a los

pesticidas sintéticos.

Tales resultados revelan que las diluciones de capsaicinoides (a partir del 5% en
concentracion) y glucosinolatos (del 50% en concentracién) pueden controlar
eficazmente Aphis cytisorum. De igual forma, se destaca el estudio del efecto
repelente en mosquitos de los extractos de C. frutescens y A. aegypti a partir de su
empleo en polvo (Batiha et al., 2020). Es probable que la combinacion de varios
extractos de Capsicum como C. frutescens y C. papaya generen productos
altamente repelentes, aunque posiblemente la repelencia de la mezcla no sea

resultado solo de un efecto aditivo (Ling et al., 2012).
3.3.1 Compuestos extraidos del chile con actividad plaguicida

Mediante analisis quimicos se han identificado que extractos de fruta de C. annuum
presentan sustancias alcaloides, polifenoles, flavonoides, antocianinas,
antraquinonas, taninos, triterpenos y saponinas que tiene potencial antimicrobiano
(Hyldgaard et al., 2012). La investigacion realizada por Ekom y colaboradores en el
2021 determind que el extracto de metanol de frutos de C. annuum inhibié las
bombas de protones de ATPasas / H + de las bacterias, lo que indica que eran

objetivos potenciales del extracto de frutos de C. annuum. El inhibir estas bombas



es perjudicial para las bacterias ya que evita la expulsion de protones, lo que
eventualmente provoca un ambiente menos acido y en consecuencia se disminuye
la supervivencia de las bacterias, por lo que es posible confirmar la actividad

implicita bacteriostatica y bactericida (Silva et al., 2010).

El extracto de C. annuum inhibe la actividad enzimatica de las deshidrogenasas de
la cadena respiratoria, lo que siguiere la union de los componentes activos a la
superficie celular para luego penetrar en los sitios diana. Paralelamente, se
vislumbra la posibilidad de afecciones en la bicapa de fosfolipidos de la membrana
citoplasmatica y las enzimas unidas a la misma (Ekom et al., 2021). Entre estos
efectos también se incluye la inhibicion de la fuerza motriz del protén, la inhibicién
de la oxidacion del sustrato, la inhibicibn de los componentes de la cadena
respiratoria y la transferencia de electrones. Por lo tanto, el mecanismo
antimicrobiano de la capsaicina esta relacionado con los cambios en la fluidez de la
membrana celular debido a la rotura de las membranas celulares bacterianas (Al-
Musawi et al., 2020).

3.4 Arabidopsis thaliana como modelo in vitro de estudio

Arabidopsis thaliana pertenece a la familia de las cruciferas, crece naturalmente en
regiones como Asia, Europa y Africa del Norte, y ha sido introducida en otras areas
como Ameérica del Norte y Australia; aunque no posee una importancia comercial
aparente, se conoce su empleo como modelo en numerosas investigaciones debido
a caracteristicas como el poseer un genoma relativamente pequefio de 125Mb; el
cual ha sido secuenciado, y se estima que contiene cerca de 27,000 genes que
codifican para proteinas, ademas de mas de 6000 que no codifican para un fenotipo
(Martinez et al., 2009).

Las semillas de A. thaliana comienzan a germinar cuando las condiciones se tornan
favorables, dentro de este proceso se pueden diferenciar 4 estadios: el estadio | se
caracteriza por la ruptura de la testa tras la imbibicion, en éste se observa como
emerge el endospermo (figura 3.A); en el estadio II, se visualiza la emergencia de
la radicula del embrién (figura 3.B); el estadio Ill destaca la aparicion de los pelos

radiculares (figura 3.C) y, por ultimo, el estadio IV destaca la proliferacion y el



establecimiento de los cotiledones (figura 3.D) con el establecimiento de una nueva

planta (Barcelo et al., 2001).

Ahora bien, el ciclo de vida de la semilla comprende dos etapas importantes: el
desarrollo y germinacion (Rock y Quatrano, 1995), las cuales conectan dos
generaciones, la planta madre y la futura planta hija. El aprovechamiento de su corto
ciclo de vida permite analizar los efectos que pueden tener diferentes compuestos
organicos o sintéticos sobre cada una de las etapas, con lo cual se puede conocer

en qué fase de su crecimiento se observa algun beneficio o afeccion.
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Figura 3. llustracién de los 4 estadios que experimenta la semilla de Arabidopsis thaliana durante el
proceso de germinacion. A) Estadio | (12-24h). B) Estadio Il (24-36h). C) Estadio IIl (36-48h). D) el
estadio IV (48-72h) (Arc et al., 2013).

3.4.1 Uso de Arabidopsis thaliana en pruebas con extractos organicos

Como se describié con anterioridad, el uso de Arabidopsis thaliana como especie
modelo, ha ido en aumento debido a caracteristicas tales como su pequefio tamafio
y rapido crecimiento, con un ciclo vital bien conocido que comprende 6 semanas
desde la germinacion hasta la obtencién de nuevas semillas maduras (Martinez,
2015). Los compuestos naturales han demostrado tener efectos sobre procesos
fisiologicos vegetales, como la inhibicion del proceso germinativo, la inhibicion de la
elongaciéon de tallos y raices; de igual forma, se reporta la promocién del
oscurecimiento y engrosamiento de las semillas, la necrosis de los meristemos
radiculares, la decoloracion, la reduccion del numero de pelos radiculares, y el
incremento de las raices secundarias con la subsecuente reduccion del peso seco

e inhibicién de la capacidad reproductiva (Bhadoria, 2011). Estos efectos, primarios



0 secundarios, pueden deberse a la aplicacion de compuestos organicos con

actividad fitotoxica a nivel celular o molecular.

De lo anterior, se destacan los analisis morfolégicos realizados con microscopios
electronicos que permitieron aseverar los efectos en el crecimiento, teniendo en
cuenta la respuesta fenotipica frente a una compuesto de origen organico (Dayan
et al., 2000).

3.5 Importancia de la calabaza en la alimentacién

La Cucurbita es uno de los géneros de cultivos de hortalizas de mayor importancia
econOmica, y tres de sus especies se distribuyen ampliamente en el cultivo (Paris,
H. S. 2001). México es considerado el centro de domesticacion y diversificacion de
calabazas. Las especies que conforman al género Cucurbita son diploides y se
encuentran compuestas por 20 taxones siendo solo cinco los domesticados
(Eguiarte et al., 2018), Cucurbita pepo ssp., resalta en importancia econémica, de
tal que, de las 27, 449, 481 toneladas de calabazas y calabacines producidas en
todo el mundo en 2017, la mayoria pertenecen a C. pepo, pero también se incluyen

otras especies de Cucurbita y su distribucion mundial cultivada (Paris et al., 2012).

Ahora bien, la calabaza (Cucurbita L.) es fuente de variedad de fitoquimicos con
propiedades promotoras de la salud (Kulczynski y Gramza-Michatowska, 2019). Los
frutos de calabacin se utilizan ampliamente para el consumo directo, asi como para
fines de procesamiento (Salehi et al., 2019). Junto con el interés de los
consumidores por las verduras frescas como el calabacin, también crece la
demanda de productos de alta calidad (Rouphael et al., 2019). Las caracteristicas
de calidad de los alimentos producidos organicamente, incluidos los atributos
sensoriales y los valores que promueven la salud, son factores importantes que
determinan el interés de los consumidores y, por lo tanto, desempefian un papel

clave en el desarrollo del sector organico (Kopczynska et al., 2021).



3.6 Cultivo de calabaza como modelo para probar los efectos de

capsaicinoides

El género Cucurbita L., pertenece a las calabazas como la mayoria de los otros
miembros de las Cucurbitacea. Las cucUrbitas son enredaderas herbaceas,
sensibles a las heladas, se caracterizan por crecer a ras de suelo, presentan
zarcillos, grandes hojas palmeadas y frutos prominentes. La mayoria de las
especies de Cucurbita son mesofitas, tienen sistemas de raices fibrosas y son
monoicas, con flores unisexuales grandes, de color amarillo anaranjado intenso,

que producen néctar y que son alimentadas por las abejas (Paris, H. S. 2001).

Existe una gran variedad calabacitas, su cultivo posee un sinfin de ventajas, asi
como problemas y necesidades. Encontramos que a nivel nacional la calabaza
ocupa el primer lugar en superficie sembrada, debido a su alto rendimiento en la
cosecha y facil manejo, sin embargo, requiere de una gran demanda de mano de
obra, por lo tanto, se vuelve necesario el desarrollo de estrategias para cosechar

con buena calidad y mejores producciones (Martinez, 2001).

Las plantas de calabacita se desarrollan rdpidamente y sombrean a la mayoria de
las malezas; sin embargo, algunas malezas pueden ser especialmente molestas.
Las plagas que atacan a la calabacita son numerosas, la severidad de estas varia
con el clima, la region, la variedad y la especie de la planta. Los afidos constituyen
un problema de gran importancia en el cultivo de calabacitas, ya que ademas de
perjudicar las plantas directamente al alimentarse con la savia, son vectores de
cierta cantidad de enfermedades virales que atacan a las cucurbitaceas. Entre las
especies de afidos mas comunes que atacan a la calabacita se encuentran Aphis
fabae, A. gossypii y Macrosiphum euphorbiae.

Paralelamente, los escarabajos son capaces de atacar a la calabacita en todos sus
estadios, tal es el caso de la cochinilla rayada (Acalymma trivittata), cuya larva se
alimenta de las raices y las partes subterraneas del tallo, y la diabrética (Diabroética
undecimpunctata), cuyo dafio se limita generalmente a las plantulas jovenes
(Valadez, et al., 1998).



En consecuencia, se reconoce la necesidad de un continuo impulso en la innovacion
tecnoldgica que mejore las condiciones en el desarrollo y adaptacion de variedades
mejoradas en las regiones productoras de calabacita de nuestro pais (Martinez,
2001).

3.7 D. magnha: modelo ecotoxicoldgico en el estudio de plaguicidas

En ambientes acuéticos dulces, D. magna es componente clave de la red
alimenticia, participa en la transferencia de energia de los productores primarios,
como las algas a consumidores secundarios como peces. Este cladocero es
utilizado ampliamente en estudios de toxicologia, hidrobiologia y ecologia acuatica
(Asaeda y Acharya, 2000), al ser un representante ideal del zooplancton (Dodson y
Hanazato, 1995). Los ensayos con D. magna son una herramienta valiosa en
evaluaciones ecotoxicologicas predictivas, debido a su facil acceso y sensibilidad
(Lee et al., 2019). Otras bondades que se destacan en D. magna son su corto ciclo
de vida, reproduccion partenogenética (respuesta uniforme a un compuesto), alta
produccion de crias y facilidad de cultivo en laboratorio (Escobar-Chavez et al.,
2019). Al ser un bioindicador ambiental permite determinar concentraciones letales
de agentes fisicos y/o quimicos que se incorporan al medio ambiente (Garcés, 2013,
Bownik, 2019).

3.8 Modelo de Gompertz en predicciones ecotoxicolédgicas

La ecuacion de Gompertz, es una funcidon sigmoidea, creada por Benjamin
Gompertz (1779-1865). Los primeros en proponer el modelo de Gompertz para el
crecimiento biologico fue Wright en 1926 y Davidson en 1928 (Tjgrve y Tjarve,
2017). Este modelo ha sido adaptado a datos de crecimiento de innumerables
organismos como D. magna (Gonzaga Garita, 2021). La propuesta de este modelo
se debe a que se asume gque la tasa de crecimiento se incrementa uniformemente
hasta alcanzar un maximo y después decrece; la correspondiente curva de
crecimiento es una sigmoidal, con un punto de inflexiébn que corresponde a la tasa

maxima de crecimiento con respecto a la edad y una asintota (Casas et al., 2010).



Estos parametros variaran dependiendo del tipo de sustancia o mezcla de

sustancias a las que se encuentra expuesta D. magna.

3.9 Ecoexergia como parametro holistico

El término de exergia fue utilizado por vez primera en los trabajos de Carnot durante
la primera parte del siglo XIX y éste fue asociado a la eficiencia que tenian las
maquinas a vapor. Tal concepto hace referencia al potencial termodinamico, el cual
es una medida de trabajo general y es tomada como una “diferencia” o contraste,
en otras palabras, la exergia pude ser considerada como aquella parte de energia

gue sera posible convertir en trabajo (Wall y Gong, 2001).

En un sistema biologico, la exergia comprende a la energia almacenada en la
biomasa (la cual puede ser convertida en trabajo) y a la informacion bioloégica que
diferencia a los organismos dentro de un ecosistema (Jgrgensen y Fath, 2004). La
exergia es el reflejo del grado de desarrollo y/o complejidad en un ecosistema; este
crecimiento y desarrollo son el resultado de un sistema de componentes y
configuraciones que buscan la maximizacion en el flujo de energia Gtil y la exergia

gue se encuentra almacenada (Silow y Mokry, 2010).

Por tanto, la exergia comprende las diferentes formas de almacenamiento de
energia util, como las reservas de materia organica viva y muerta, que se
encuentran en la tierra (Tabla 2). Este almacenamiento genera un potencial de
exergia de crucial importancia para la evolucion de la vida en diversidad y
complejidad (Wall & Gong, 2001). En una red tréfica, la biomasa y la exergia fluyen
entre los compartimentos de un ecosistema, soportando procesos de degradacién
y aprovechamiento en los diferentes niveles tréficos (Salas et al., 2005).

De lo anterior, es de advertir que, la integridad y/o complejidad de un ecosistema,
en cuanto a numero de interacciones, esta relacionado con su nivel de exergia
contenida en los componentes de la biomasa y su ubicacion entre los diferentes
compartimentos vivos y muertos caracterizados por la informacion de la

biodiversidad alfa, beta y gama de la red trofica (Doka et al., 2002).



Tabla 2. Conceptos sobre ecoexergia utilizados en estudios ambientales

Concepto Descripcion

Ecoexergia La energia disponible de todos los componentes bio6ticos
vivos de un ecosistema en comparacion con el estado no
vivo, es decir, el detritus, en unidades de kilojulios, que
puede utilizarse para medir el grado de organizacion

termodindmica y la salud del sistema. 2

Ecoexergia especifica Cantidad de ecoexergia por unidad de biomasa de una
comunidad, en unidades de Kkilojulios/g, que puede
utilizarse como factor de calidad que refleja el grado de
desarrollo del sistema por su contenido de informacion

genética. 2

Energia La cantidad de emergia que fluye a través de un sistema
por unidad de tiempo, es una medida del éxito de la
captacion de recursos y del grado de desarrollo de un

sistema. 2

Nota. 2Lu et al (2015, p.3)

Anédlogamente, la teoria de la ecoexergia propone que la energia disponible o
exergia de los componentes de un ecosistema no solo debe incluir a la energia libre
de la materia, sino también aquella energia disponible de la informacién que se
incorpora a los componentes y es utilizada para realizar procesos vitales (Liu et al.,
2015). Jagrgensen y Mejer, en 1977, definieron a la ecoexergia como la energia
disponible en unidades de kilojulios de todos los componentes bidticos de un
ecosistema en comparacion con su entorno y la calcularon como la multiplicacién
de la biomasa con la energia disponible, incluida la informacién genética por unidad
de biomasa basada en la medida de informacion de los genes. Se ha propuesto el
uso de la ecuacién de Boltzmann para la energia libre de esta informacion, por lo
tanto, la ecoexergia es el reflejo de las existencias actuales de energia disponible
(Jgrgensen, 2015).



3.10 Aplicacion de ecoexergia en evaluaciones ambientales

La fuerza impulsora de todos los procesos es la energia la cual se encuentra
involucrada en todos los procesos ecoldgicos y acompafa a las transformaciones
en potenciales energéticos (Haddon, 1971). Por lo tanto, principios termodinamicos
generales ayudan a comprender el complicado desarrollo estructural y funcional de
los ecosistemas (Lu et al., 2015). Su exploracién ha sido un tema relevante tanto
para la ecologia como la biofisica lo cual ha dado como resultado en una variedad
de orientadores (Fath et al., 2001).

Estos orientadores de energia estan basados en el principio de maxima potencia
(PMP) propuesto por Lotka en 1922, y establece que los sistemas auto-organizados
en especial los bioldgicos, capturan y utilizan la energia disponible para el desarrollo
de redes que permitan maximizar los flujos de energia y ademas a través de ellos
debe existir una compatibilidad con las limitantes del entorno, por lo tanto, los
sistemas que maximicen su potencia energética seran aquellos que prevaleceran
(Lu et al., 2015). Investigaciones realizadas por Jgrgensen y Mejer en 1977 y Odum
en 1995, concluyeron que el principio de méaxima potencia rige tanto el desarrollo
funcional como estructural. Sin embargo, Odum et al., (1996) amplio la definicion de
Lotka del PMP para no solo considerar los flujos de energia sino también los flujos
de material e informacion de todos los tipos, convertidos objetivamente en flujos de
emergia, y al hacerlo, redefinio el PMP como el principio de maximo
empoderamiento (PME).

Ahora bien, los avances mas significativos en cuanto al uso de la exergia en
sistemas ecoldgicos han sido en ecosistemas acuaticos, dentro de estos trabajos
de campo uno de los mas destacados hasta el momento es el desarrollado por Silow
y Mokry, (2010), quienes presentan una amplia revision del uso de la exergia en el
modelamiento y el monitoreo ambiental en el lago Baikal. En cuanto a los
ecosistemas terrestres su aplicacion ha sido limitada, sin embargo, existen trabajos
como el realizado por Lu et al., (2015) donde se midieron las eficiencias en el

desarrollo y mantenimiento estructural de una plantacion de coniferas y Acacia



mangium en el sur de China mediante una aplicacion integrada de métodos de eco-

exergia 'y emergia.

En lo referente a la validacion de modelos que emplean eco-exergia para conocer
las caracteristicas generales de los ecosistemas, resalta la combinacion de
componentes estructurales y funcionales de los mismos (Muller, 2005). La
evaluacion de la exergia almacenada en los ecosistemas es un acercamiento a
ambos aspectos, de ahi su utilidad como indicador ecolégico y para el modelamiento
(Jargensen y Fath, 2004). Tal versatilidad apremia estudios que relacionen la
estructura de los ecosistemas con la capacidad de procesamiento de energia e

informacion (Fonseca et al. 2000).

3.11 Redes neuronales de aprendizaje profundo

Las redes neuronales artificiales (RNA) son un sistema de procesamiento de
informacion distribuida en paralelo, los cuales constan de elementos de
procesamiento simples y adaptables, interconectados entre si. Una RNA funciona
como modelo estadistico que realiza una transformacion de la entrada y salida
mediante el ajuste de un conjunto de parametros llamado “pesos” (Chavarria et al.,
2002).

Por otro lado, el aprendizaje profundo (DL por sus siglas en inglés) forma parte de
los métodos de aprendizaje automatico cuyo origen versa en las RNA, su principal
ventaja frente a los métodos tradicionales de la misma indole radica en su elevado

rendimiento al tratar grandes conjuntos de datos (Quirumbay et al., 2022).

Asi pues, la arquitectura base del aprendizaje profundo o redes neuronales
profundas (DNN) son el perceptron multicapa (MPL o Multi Layer Perceptron) que
emplea algoritmos de aprendizaje supervisado, la estructura de una MPL tipica
consiste en una capa de entrada en la cual se reciben los datos y una capa de salida
para la toma de decision. La prediccion de la sefial de entrada con una 0 mas capas
ocultas es considera como el verdadero motor computacional de la red (Johnson et
al., 2017). La propuesta del uso de redes neuronales basadas en algoritmos de

Deep Learning con enfoques MPL es reciente y abre muchas oportunidades de



investigacion en diferentes areas como lo es el modelado ambiental (Geetha vy
Thilagam, 2021).

capa de entrada  capa intermedia capa de salida
o capa oculta

Figura 4. Ejemplo de una estructura de perceptrén multicapa (Argente et al., 2022).

3.12 Aplicaciones de las redes neuronales

Los nuevos avances tecnolégicos proporcionan potentes herramientas para estimar
y predecir estadisticamente. Las redes neuronales son ejemplo de este tipo de
herramientas cuya eficiente facultad predictiva permite tener en cuenta varios datos
de entrada, se considera como un enfoque de modelado flexible para la toma de

decisiones (Zhang et al., 2020).

Ante tal precedente, el aprendizaje automatico mediante el uso de redes neuronales
se ha convertido en una herramienta indispensable cuyo uso destaca en el area de
medicina para la clasificacion precisa en casos de cancer de piel y enfermedades
de retina (Cheung et al., 2019), recientemente sobresale en predicciones
estadisticas en proyecciones sobre el calentamiento global, asi mismo en sectores
vulnerables como la agricultura donde evalua el efecto del clima sobre el crecimiento
y el rendimiento del cultivo a partir de modelos de simulacidbn que permiten

establecer relaciones (Horie et al., 1995).



3.13 Seguridad y soberania alimentaria en México

La produccion de alimentos debe ser orientada al incremento con la finalidad de
satisfacer las necesidades de una poblacion en constante crecimiento y al mismo
tiempo minimizar los impactos sobre el medio ambiente (Foley et al., 2011). Por
tanto, se debe desarrollar una visibon mas amplia que involucre la seguridad y
soberania alimentaria de conformidad con la afirmacion del poder de las
comunidades locales para gestionar democraticamente los recursos productivos del
sistema alimentario como la tierra, el agua y las semillas, e incentivar un comercio

bajo los propios términos de los agricultores (Wittman, 2011).

El concepto de soberania alimentaria surge para contrarrestar los regimenes
alimentarios de los corporativos y se le ha definido como “el derecho de las naciones
y pueblos a controlar sus sistemas alimentarios, incluyendo sus propias culturas
alimentarias, modelos de produccion acordes con sus entornos, sus propias formas
de intercambio y comercio” (Campesina, 2015). Sin embargo, este concepto debe
reapropiarse en el ambito campesino e infundirlo con un nuevo contenido valorado
positivamente, reconsiderando que la agricultura local, tradicional, indigena, en
pequefia o gran escala es capaz de sostener la demanda incrementada de
productos agricolas a la par que se conserva la biodiversidad y se apremia los
servicios ecosistémicos criticos, manteniendo los medios de vida y la soberania

alimentaria (Ashe y Sonnino, 2013).

Ahora bien, el panorama en México revela que alrededor del 53.4% de los
mexicanos vive en condiciones de pobreza, y casi el 44% pertenece a categorias
de inseguridad alimentaria siendo a un mayor este porcentaje en aquellos
pobladores rurales e indigenas (Bernstein, 2014). Paraddjicamente, México es un
pais megadiverso, con alta diversidad cultural, biolégica y humana, asi como alta
agrobiodiversidad y diversidad de sistemas agricolas (Beuchelt, 2012); no obstante,
el desafio que implica alcanzar la soberania alimentaria requiere de la integracién
de sabiduria, conocimiento y practicas en torno a la diversidad biocultural,

diversidad humana, diversidad del paisaje, diversidad agricola, diversidad forestal,



diversidad ganadera, diversidad de vida silvestre, diversidad de suelos, diversidad

de agua, diversidad gastronémica y diversidad climatica (Moreno et al., 2016).

3.14 Marco agricola de las comunidades rurales en México

En América Latina, el 52% de la poblacién rural permanece en situacion de pobreza,
la reciente evidencia vincula al mantenimiento de la pobreza rural con la
degradacion ambiental como la pérdida de biodiversidad, erosion, deforestacion e
incluso también con la intensificacion agricola y la creciente integracion de la
agricultura dentro de los mercados mundiales (McMichael, 2007). Esta capacidad
se ha evaluado en un marco alternativo de soberania alimentaria para abordar el
desafio de reducir la pobreza, mejorar la seguridad alimentaria y conservar la
biodiversidad y otros recursos naturales en Ameérica Latina, de tal manera que este
nuevo marco sugiere un replanteamiento del dilema en la pérdida de biodiversidad
y el escenario de pobreza a la par que enfatiza en la conservacion/uso compartido
del suelo (Tscharntke et al., 2012).

Es de advertir la importancia de la agricultura en este nuevo paradigma que la acoge
en un marco de investigacién y apoyo institucional en beneficio de los cultivos
destinados al consumo regional o nacional, la mayor parte del tiempo, con el objetivo
de mejorar los medios de vida de los pequefios agricultores y la seguridad
alimentaria en general (Mcintyre, 2009).

Asi pues, se ha planteado el incremento en el rendimiento de los cultivos mediante
diferentes técnicas y tecnologias lo cual admitird la conservacion de suelos en pos
de la biodiversidad bajo el supuesto de un mayor acceso a los alimentos y una

disminucion de la pobreza (Chappell et al., 2013).

3.15 Marco conceptual
3.15.1 Tipo de investigacion

El conocimiento cientifico se construye a partir de un proceso bien organizado con
la persecucion de objetivos claros cuyos resultados seran comprobables y

repetibles. Por tanto, de acuerdo con los objetivos planteados, la presente



investigacion tiene cabida en cuatro dicotomias mutuamente excluyentes: respecto
al tiempo de recoleccion de los datos, poblacion de estudio, evolucidon del fendmeno

e interferencia del investigador.

Asi pues, esta investigacion se clasifica como prospectiva debido al seguimiento en
la planeacion establecida. El corte de tiempo es longitudinal dado que la recoleccion
de datos de Cucurbita pepo L. se efectia atendiendo a las etapas de crecimiento y
punto maximo del mismos, lo que permite analizar los efectos del extracto de
Capsicum annuum L. var. Glabriusculum. El no tener un grupo de comparacion
permitira solo la descripcion de los datos obtenidos de los efectos del extracto de
Capsicum annuum L. var. Glabriusculum sobre el cultivo de Cucurbita pepo L.
Paralelamente, se destaca la investigacion de tipo experimental dada la
manipulacion de las variables en la recoleccion de datos.

Por otro lado, Sampieri et al., 2014 advierten cuatro tipos de investigacion que son:
exploratoria, descriptiva, correlacional y explicativa. Siendo la investigacion de tipo
exploratoria, explicativa y correlacional parte de la presente investigacion. Es una
investigacion exploratoria por cuanto la bibliografia que atiende el uso del extracto
Capsicum annuum L. var. Glabriusculum como un bioplaguicida para el control de
insectos y fitopatdgenos es relativamente nula. Es explicativa debido a la pretension
en la identificacién del efecto o efectos del extracto de capsaicinoides sobre cultivos
infectados, y sus beneficios en el ecosistema al mejorar su capacidad de
aprovechamiento energético abordado con la teoria de ecoexergia. Se considera
correlacional dado que los resultados experimentales sobre el efecto del extracto en
los cultivos de calabaza infectados seran relacionados con los efectos

ecotoxicolégicos en un modelo sensible como D. magna.

3.15.2 Paradigma

En la formulacion de un proyecto de investigacién es indispensable el conocer y
posicionarse en un paradigma determinado que eventualmente guia el proceso de
investigacion (Gubay Lincoln 1994). El paradigma engloba un sistema de creencias
sobre la realidad, la vision del mundo y el lugar que el individuo ocupa en él (Flores,
2004). A lo largo del tiempo se han formulado multiples enfoques sobre la ciencia,



de modo tal que, para la presente investigacion, se adquiere dos de los mas
importantes: cuantitativista y cualitativista (Paitan et al., 2014). El primer enfoque
comprende el empirismo, el racionalismo, el positivismo, el neopositivismo, el
enfoque de sistemas, el funcionalismo y el estructuralismo; en tanto que el segundo
aborda el materialismo dialéctico e historico, el realismo critico, la teoria critica de

base marxista, y el relativismo de base fenomenoldgica (Flores, 2004).

De lo anterior se advierte que, la presente investigacion, comprende los paradigmas
positivista y constructivista. Es positivista debido a que los resultados de este
estudio se validaran mediante modelos estadisticos, esto segun los datos
recolectados de su aplicacion sobre la calabaza y su posible efecto como control de
plagas, por tanto, tendra un caracter racional y objetivista basado en lo observado
y verificado. La postura ontologica estara condicionada a los resultados obtenidos
del extracto de capsaicinoides y su modelacién que permitira determinar qué tan
realistas y generalizables podran ser tales resultados. Se destaca también el
paradigma constructivista dado que el extracto de capsaicinoides obtenido del
chiltepin se aplicara sobre un cultivo de calabaza bajo las condiciones ambientales
de la Sierra Norte de Puebla, en especifico del municipio de Venustiano Carranza.
Se atisba, entonces, los cimientos en la recoleccién de informacién sobre las plagas
mas frecuentes, los plaguicidas quimicos que se aplican y los costos que conlleva
el cuidado de los cultivos para los agricultores rurales de la zona, lo anterior a partir

de la aplicacion de entrevistas.

La postura epistemoldgica se centrard en encontrar las condiciones adecuadas para
la aplicacion efectiva del extracto en la zona de la Sierra Norte de Puebla al
considerar las caracteristicas climaticas, de suelo, asi como las sociales de la zona
de la Sierra Norte de Puebla. La postura metodoldgica consistira en la aplicacién de

meétodos estadisticos para variables continuas.

La postura epistemoldgica se basa en una investigacién de tipo prospectiva
experimental en donde las variables estaran sujetas a la interpretacion del
observador utilizando el modelo biologico D. magna para evaluar los efectos

ecotoxicolégicos de plaguicidas organicos y sintéticos utilizados en el presente



estudio. En cuanto a la postura metodol6gica se aplicard un modelo matematico que
permitira tener una construccion de la realidad al utilizar el concepto de ecoexergia
en las evaluaciones del aprovechamiento energético del crecimiento de Cucurbita
pepo L. debido a que este concepto es un pardmetro holistico que toma en cuenta
las interacciones del ecosistema desde un enfoque dialéctico.

3.15.3 Enfoque epistémico

Los enfoques epistemoldgicos de la presente investigacion son de tipo sistémico,
en cuanto a que la aplicacion de un modelo matematico permite interpretar el
aprovechamiento de los recursos energéticos en el cultivo de calabaza (Cucurbita
pepo L.) mediante simulaciones en los patrones de crecimiento y desarrollo. Asi
también, es de tipo racionalista/materialista debido a que se da continuidad a
trabajos previamente reportados en los que se atiende de manera exigua el efecto
plaguicida de extractos de capsaicinoides en diferentes variedades de Capsicum.
Analogamente, se reconoce un enfoque dialéctico/realista al utilizar el concepto de
ecoexergia que admite un enfoque holistico de lo que ocurre en el ambiente tratado
con extracto de capsaicinoides con fines agricolas para control de plagas lo que
facilita el reconocimiento de posibles beneficios en el uso de extractos naturales
como plaguicidas y su realidad sociocultural y econdémica para los pequefios

agricultores rurales de la Sierra Norte de Puebla.

4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
4.1 PREGUNTA CIENTIFICA

¢, Cudles seran las caracteristicas plaguicidas de un extracto de Capsicum annum
L. var Glabriusculum sobre un cultivo infectado de Cucurbita pepo y su

aprovechamiento energético, asi como su impacto ecotoxicol6gico?

5. HIPOTESIS

El extracto de Capsicum annum L. var Glabriusculum tendra un efecto positivo en

el cultivo infectado al mejorar su estado y aprovechamiento energético con un efecto



ecotoxicolégico menor al compararlo con un plaguicida quimico, el cual sera

mostrado mediante un modelo matematico.

6. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad plaguicida de un extracto de Capsicum annum L. var.
Glabriusculum con respecto a uno comercial de amplio uso en el municipio de
Venustiano Carranza, Puebla, sobre un cultivo de Cucurbita pepo L., mediante la
modelacibn matematica de su aprovechamiento energético, asi como de su

ecotoxicidad en el modelo D. magna.

6.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Formular un plaguicida del extracto de Capsicum annum L. var.
Glabriusculum.
e Evaluar el efecto plaguicida del extracto Capsicum annum L. var.
Glabriusculum en calabaza infectada.
e Comprobar los efectos ecotoxicoléogicos en D. magna del extracto de
Capsicum annum L. var. Glabriusculum de la sierra norte de Puebla con

respecto a un plaguicida comercial mediante un modelo matematico.

7. DISENO DE LA INVESTIGACION
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Figura 5. Diagrama de trabajo del tema de investigacién

8. METODOLOGIA

8.1 Recoleccién e identificacion botanica de la especie de chiltepin

Las plantas se recolectaron por muestreo no probabilistico por conveniencia (Otzen
y Manterola, 2017) en dos zonas del municipio de Venustiano Carranza, Puebla en
un area de 5 m? en atencion a las caracteristicas fisicas reportadas para Capsicum
annum | (Hernandez, 1999). El tamafio de la muestra se determind a partir de la

formula 1.

Castillo de Teayo |
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S: 20°280'N,97°4234'W

J 14N 634591.76 2263676.05
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Figura 6. Zonas de recoleccién de chiltepin en el municipio de Venustiano Carranza, Puebla con sus

respectivas coordenadas geograficas.



d*(N-1)+ 7" -p-q

Féormula 1

Donde:

n = Tamafo de la muestra

N = Poblacién de la especie a muestrear
Z =1.962 (Nivel de confianza del 95%)
p = Proporcién esperada del 50% o 0.5
g=1-p(enestecasol-0.5=0.5)

d= Precision del 3%

8.2 Obtenciodn del extracto etandlico asistido por ultrasonido (UAE)

Los extractos etandlicos se obtuvieron de frutos maduros (Martinez et al, 2006) con
coloracién rojiza como indicativo de alto contenido de capsaicinoides (Gonzalez-
Zamora, et al., 2013). Dicho estado se evalué mediante espacio de color Lab a partir
del empleo de los pardmetros L (luminosidad), a (coordenadas rojo (+) /verde (-)), b
(coordenadas amarillo (+) /azul (-)). Los valores 16.3 (L), +31.6 (a) y +25.9 (b) se

usaron como referencia (Rochin et al., 2013).

Figura 7. Frutos de chiltepin en estado de madurez. Muestras de chiltepin silvestre de la zona de

Villa Lazaro Cérdenas, Puebla. Imagen propia.

Frutos maduros de chiltepin fueron recolectados y posteriormente secados en horno
convencional a 60°C durante 4 h. A continuacion, el material fue separado en dos
muestras: una con el fruto y sus semillas (EECS) y una mas con el fruto exceptuando
las semillas (EESS). Ambas muestras fueron trituradas en licuadora a velocidad
media hasta obtener un pulverizado fino al cual se le agregé etanol al 96%. Los
compuestos de ambas muestras se extrajeron con bafio ultrasonico por un periodo

de 25 minutos a 55 °C y 40 kHz (Barbero et al., 2008). Finalmente, el extracto



obtenido fue filtrado en dos ocasiones, la primera a fin de retirar sélidos de mayor
tamafio y la segunda con el objetivo de eliminar virus o bacterias mediante
membrana de 0.22 um (Lu et al., 2017).

a)@g b) ;gg;\

y .

Figura 8. Extracto de chiltepin. a) Extracto etandlico con semilla (EECS), b) Extracto

etandlico sin semilla (EESS). Obtencién mediante bafio ultrasénico, realizada a 55 °C y 40
kHz durante 25 minutos.

8.3 Cuantificacién del contenido de capsaicina por espectrofotometria

El contenido de capsaicinoides en los extractos etandlicos de frutos maduros de
chiltepin, EESS y EECS, se determiné por medio de curva estandar del compuesto
puro 8-Methyl-N-vanillyl-trans-6-nonenamide (Sigma-Aldrich—12084) a
concentraciones 25, 50, 75 y 100 ug/mL mediante espectroscopia de absorcién UV
a una longitud de onda de 266 nm (Thermo Electron corporation). Lo anterior a partir
de la identificacion del maximo de absorbancia a través de barrido espectral de los
extractos en la region de 230 a 280 nm (Gonzélez et al., 2015, Davis et al., 2007).
Las absorbancias fueron procesadas por regresion lineal en el programa R
(ver.4.2.1) con un R? ajustado = 0.9762.

8.4 Efecto fitotoxico de los extractos en semillas de Arabidopsis thaliana a
largo plazo

Las semillas fueron expuestas a los extractos con diferentes concentraciones de
capsaicina en el medio de cultivo MS (Phytotechnology adicionado con vitaminas)
en placas de cultivo, donde se afadio 3.4, 6.8, 10.20, 13.60 y 17.00 mg/L de



capsaicina contenida en el EESS y 3.27, 6.54, 9.81, 13.8 y 16.35 mg/L para EECS
en un volumen final de 20 mL. Un total 20 semillas fueron colocadas en placas,
cuidando la existencia de 1 cm de separacidon entre cada una de ellas.
Posteriormente, las placas se llevaron a estratificacion en oscuridad a 4°C con
monitoreo del proceso de germinacion durante 4 dias. Todos los tratamientos se
llevaron cabo por triplicado y se incluyeron dos grupos control, uno en ausencia de
los extractos y otro adicionado con etanol al 96% en la misma proporcion al aplicado
en los tratamientos EESS y EECS. Los resultados se analizaron por test Wilcoxon
y suma de rangos de Friedman (p < 0.05).

8.5 Evaluacion del efecto fitotéxico en plantulas de Arabidopsis thaliana

Plantulas de 7 dias de edad fueron cultivadas en medio MS (Phytotechnology
adicionado con vitaminas). La exposicion se realiz6 a concentraciones de 27.20,
30.60 y 34.00 mg/L de capsaicina para EESS y de 26.17, 29.43 y 32.71 mg/L para
EECS en un volumen final de 20 mL del medio de cultivo. De igual forma, se
incluyeron dos grupos de referencia: uno en ausencia de ambos extractos y uno
mas adicionado con etanol al 96% en la misma proporcion al aplicado en los
tratamientos EESS y EECS. Todos los ensayos se llevaron a cabo por triplicado e

incubando a 25°C con monitoreo a las 72y 120 h.

8.6 Evaluacién del extracto como promotor de crecimiento de Arabidopsis
thaliana

La exposicién crénica se efectu6 por un periodo de 20 dias en concentraciones de
3.40 mg/L y 3.27 mg/L de capsaicina de EESS y EECS, respectivamente, en un
volumen de 20 mL del medio de cultivo MS. Los grupos control constaron de medios
de cultivo sin extractos etandlicos, asi como Unicamente etanol al 96% agregado en
el mismo volumen que en los tratamientos EESS y EECS. Los efectos en los
cambios morfologicos fueron evaluados en 4 cortes de tiempo: 1, 5, 15y 20 dias a
partir de monitoreo fotografico con microscopio digital (CoolingTech Microscope),
previamente calibrado. Los resultados se analizaron mediante ANOVA de una via

con rango de Tukey como post hoc.



8.7 Prueba antifungica de los extractos etanélicos en Alternaria spp.

Previo a la prueba de inhibicion de crecimiento, se identifico el género del hongo
utilizado (Figura 9) mediante morfologia en placa y observacion a microscopio sin
tincion (Muhlhauser et al., 2014). La prueba antifingica se llevd a cabo en medios
de cultivo APD al cual se le agrego concentraciones de 10.20, 13.60, 17.00, 20.40
y 23.80 mg/L de capsaicina en el extracto EESS y 9.81, 13.08, 16.35, 19.62 y 22.90
mg/L de EECS en un volumen final de 20 mL. Los cultivos control emplearon placas
sin extractos y aquellas Unicamente con etanol al 96% filtrado en la misma
proporcion al volumen aplicado en los tratamientos. En cada placa se inoculé un
disco micelial de 3 mm de cultivo joven del hongo Alternaria spp. (Veloso et al.,
2014) y se llevo a incubacion a 25°C en oscuridad. Los efectos del tratamiento se
determinaron con base a didmetro de crecimiento (Vazquez-Fuentes et al., 2021) y
los resultados se expresaron como porcentaje de inhibicién (Buitimea-Cantla et al.,
2020).

A

Figura 9. Analisis de morfologia del hongo aislado Alternaria spp. A) Morfologia en placa de
Alternaria spp., a los 4 dias de incubacién, B) Morfologia en placa de Alternaria spp. a los 8 dia de

incubacion, C) Morfologia en microscépico de Alternaria spp. a 40X sin tincién.

8.8 Célculo de ecoexergia en el modelo in vitro Arabidopsis thaliana

La ecoexergia de plantulas de Arabidopsis thaliana para cada tratamiento se calculo
a partir de la concentracion del componente carbono en su biomasa seca. Previo a
ello, se estableci6 el contenido de biomasa fresa mediante el uso de la ecuacion 2,
la cual considera las medidas del ancho y largo de la hoja, asi como el largo del tallo

en mm.



Férmula 2

Peso fresco = Ancho de la hoja mm (—6.5538) + Largo de la hoja mm (2.86677)
+ Largo del tallo mm (3.7163) — 13.4245 *

* Modelo de regresién multiple, R2=0,8297, valor P: 0,0005496, referencia este trabajo.

La pérdida de agua se calcul6 restando el peso seco de la plantula con respecto a
su peso fresco inicial. Plantulas de 7 dias de edad fueron deshidratadas en un horno
(BLUE M) a 105°C por 6 h (Cardenas et al., 2019) para su posterior pesaje en
balanza analitica OHAUS (modelo Explorer). La ecuacion de peso seco se obtuvo
en el programa R (R? ajustado = 0.99 y p <0.05). En la ecuacién 3 se considerd
como variable dependiente el peso seco y como variables dependientes, al peso
fresco y porcentaje de pérdida de agua. La normalidad de los datos se analizo
mediante Shapiro Wilk p>0.05, independencia entre las variables p>0.05 a partir de
una matriz de correlacion de Pearson y la homocedasticidad se comprobd por

prueba Breusch-Godfrey Test cuyo p < 0.05.

Formula 3

Peso seco = (Peso fresco * 0.053455905)
+ (Porcentaje de perdida de agua * —0.000092885) + 0.008773355

La biomasa de carbono fue cuantificada atendiendo a la ecuacion de peso seco de
las plantulas y se utilizo el valor reportado por Kistner et al., 2019 para determinar
el contenido de carbono:

Formula 4
Biomasa de carbono = Peso seco mg * 0.45

De lo anterior, se procedio al célculo de los coeficientes de ecoexergia, mediante el

empleo de la siguiente formula (Jgrgensen, 2005):
Féormula 5
Ecoexergia = Xf; * C;

Donde:



B; = El factor de ponderacién del organismo segun la cantidad de pares de bases

contenida en su genoma
C; = Concentracion del componente Carbono de la biomasa seca

El valor de $;, como estimador de la informacion genética (Jorgensen, 2015 y
Libralato et al., 2006), result6 de 81.07 g/m? para el modelo de Arabidopsis thaliana
y se obtuvo a partir de la férmula 6:

Formula 6

C

B = n 20" 1/Exge
Donde:
Ci=¢C
bp = 9.8 x 108
Exgep = 7.43 * 105

8.9 Aplicacion de tratamientos en cultivo de Curcubita pepo infectado

El material vegetativo utilizado fue Calabacita (Cucurbita pepo L., familia
Cucurbitacea), cuya siembra se efectué a 10 cm de profundidad con 2 o 3 semillas
por surco separados por 1m. Los tratamientos se aplicaron en la etapa de floracion;
la dosis y frecuencia en el cultivo se describen en la tabla 3. Previo a cada tratamiento

se tomaron las medidas iniciales de las plantas de Cucurbita pepo.

Tabla 3. Tratamientos utilizados en el cultivo Cucurbita pepo L. en Venustiano Carranza, Puebla.

Tratamiento Frecuencia de aplicacion

Testigo Sin aplicacion Ninguna
Extracto etandlico con semilla 50% EECS/Agua Potable Cada 4 dias/ 5 aspersiones
Extracto etandlico sin semilla 50% EESS/Agua Potable Cada 4 dias/ 5 aspersiones
Foley Rey® 0.75 L/ha Cada 6 dias/ 2 aspersiones
Foley Rey® - EECS* Foley-EECS-Agua (50-25-25 %) Cada 6 dias/ 2 aspersiones




Foley Rey® - EESS* Foley-EESS-Agua (50-25-25%) Cada 6 dias/ 2 aspersiones

* La concentracién de Foley Rey® en agua fue la minima indicada en el envase

La superficie para cada tratamiento fue de 90 m? con separacién de 2 m entre cada
uno de ellos, lo anterior con el objetivo de albergar 3 réplicas por tratamiento
considerando una configuracion de 45 plantas distribuidas en 3 lineas de siembra
con 15 plantas por linea. El manejo agronémico del cultivo comprendio la eliminacion

de maleza de forma manual, asi como un riego cada ocho dias.

8.9.1 Analisis de suelo utilizado en el estudio

El muestreo se realizé bajo lo descrito en la NOM-021-SEMARNAT-2000 y se
contemplaron tres manejos de cultivo: Referencia, Tratado con extractos etandlicos
de chiltepin y Plaguicida Foley Rey®. Cada muestra se constituyd de cinco
submuestras simples recolectadas atendiendo al sistema tresbolillo (véase Figura

10) y distribuidas uniformemente.

O O O
\xoﬂ N
O

O O
\aof’ \40/(’

Figura 10. Muestreo en tresbolillo

La muestra se homogenizd correctamente y se utilizé el método del cuarteo para
tener un peso final de 2 kg de suelo que se transfirié a una bolsa plastica resistente
y limpia, con el cuidado de no contaminar ni mezclar muestras diferentes. Las bolsas
se identificaron con marcador permanente y se llevaron al Laboratorio de
Agrodiagnadsticos de Puebla (LAP) en un tiempo menor a 24 h, en cual se determino:
pH, Calcio, Magnesio, Potasio, Sodio, Cloro, Fosfatos, Nitratos, Sulfatos, Materia

Organica.



8.10 Ecuaciones alométricas para estimar biomasa fresca en Curcubita pepo
La estimacién de biomasa fresca en Curcubita pepo L. se calculdé a partir de
ecuaciones alométricas en atencion a cuatro secciones importantes de la planta:
hoja, tallo de la hoja, tallo de la base, flor y fruto (Tabla 4). Las ecuaciones aplicadas
se crearon por muestreo destructivo, lo que permiti6 conocer la distribucion de

biomasa para la especie de calabaza en estudio.

Tabla 4. Modelos de regresion lineal para estimar la biomasa fresca de Curcubita pepo L.

Seccion de Ecuacion
la planta
Hoja In Peso hoja = —4.676 + (Largo hoja *In 1.0990) + (Ancho hoja * In1.1708) ***

Tallo de la In Peso tallo hoja = —3.8299 + (Largo tallo * In 1.4320) + (Circ tallo * In 1.4257)***
hoja

Tallo de la In Peso tallo base = +11.303 + (Largo tallo * In —3.638) + (Circ tallo * In 5.232) ***
base
Flor In Peso flor = —3.821 + (Largo flor * In 0.8414) + (Circ tallo * In 1.5636) ***
Fruto In Peso fruto = —5.5776 + (Largo fruto * In —0.1826) + (Circ tallo * In 1.6321) ***

Cadigo significancia: 0 *** 0.001 “*** 0.01 “** 0.05 ‘. 0.1

Los datos de peso fresco (g) obtenidos por medio de las ecuaciones descritas en la
tabla se transformaron a su escala original extrayendo posibles valores minimos y
maximos para cada seccion muestreada de la planta; sin embargo, se advierte que
en el presente estudio solo se utilizé el valor promedio. Los datos fueron calculados

en el ID Rstudio.

8.11 Estimacion de labiomasade carbono en el modelo in vivo Cucurbita pepo
Muestras frescas de tejido de hoja, tallo, flor y fruto de Cucurbita pepo L. fueron
secadas en un horno (BLUE M) a 75°C durante 72 h hasta alcanzar peso constante
(Wang y Fath, 2017); la diferencia de peso se registrd para determinar el porcentaje
de pérdida de agua mediante regresion lineal en Rcommander para cada una de las

secciones sefialadas en el punto anterior.




Tabla 5. Datos de la regresion lineal del porcentaje de pérdida de agua en las muestras

Parte de la planta Porcentaje perdida (%) Significancia
Flor 93.67 P < 0.005
Hoja 89.46 P < 0.005
Tallo de la hoja 93.58 P < 0.005
Tallo de la base 90.65 P < 0.005
Fruto 89.99 P < 0.005

El carbono almacenado en Cucurbita pepo L. se estimé utilizando la fraccién 0.45
de biomasa seca al no contar con informacion sobre su composiciéon de carbono
(Brown y Lugo, 1984; De Benitez et al., 2002; IPCC, 1996).

Férmula 7

Peso seco = Peso fresco estimado - (% perdida de agua * Peso fresco estimado)

Foérmula 8

Biomasa de carbono = Peso seco g * 0.45

8.12 Célculo de ecoexergia del cultivo Curcubita pepo L. en los tratamientos

Establecido el célculo de biomasa de carbono contenida en las plantas de calabaza
tratadas, se procedi6 al calculo de los coeficientes de la férmula 5. El coeficiente B
del modelo in vivo Cucurbita pepo L. es de 173.20 g/m?, su genoma comprende 263
Mb; el coeficiente B es un estimador del potencial energético contenido en su
informacion genética (Jorgensen, 1995 y Libralato et al., 2006) para su calculo se
utilizé la férmula 6. La ecoexergia expresada en equivalentes de energia de materia
organica se obtuvo al multiplicar por el factor 18.7 kJ/g, lo que considera la energia

guimica de las plantas de calabaza que puede ser reincorporada al ecosistema.



8.13 Encuesta para la identificacion de plaguicidas y practicas de uso en el
municipio de Venustiano Carranza.

La poblacion encuestada fue de 38 personas y se utilizo el método no probabilistico
de bola de nieve, por lo que se insté la localizacion de informantes clave, lo que
condujo hacia otros participantes y permitié establecer una relacion de confianza
con ellos (Crespo y Salamanca, 2007). El instrumento empleado consistio en un
cuestionario de 19 preguntas de opcion mdultiple dividida en tres secciones
(Martinez, 2014, Lugo-Morin et al.,, 2018). La primera seccion describié a la
poblacion encuestada con 4 preguntas. La segunda seccion fue mas amplia con 11,
y atiende al tipo de plagas que afecta a los agricultores, la temporada de mayor
aplicacion de los plaguicidas, asi como los compuestos activos y su peligrosidad.
La tercera seccion consto de 5 preguntas que facilitdé el conocimiento de los precios
de adquisicidon de los plaguicidas comerciales y qué esperan los agricultores de un

plaguicida orgéanico.

8.14 Prueba ecotoxicoldgica del plaguicida comercial en D. magha

Prueba aguda: El plaguicida comercial de uso comun entre agricultores del
municipio de Venustiano Carranza, Foley Rey®, fue aplicado en concentraciones
de 0.6, 0.25y 0.1 pg/L de su principal compuesto clorpirifos etil en un volumen final
de 30 mL de agua dura reconstituida (NMX-AA-087-SCFI-2010), cada
concentracion consistio de tres replicas con 10 individuos por vaso. La mortandad
se registro a las 48h estableciendo la CEso mediante una regresion logistica por el

método Probit.

Prueba crénica: El estudio cronico estuvo conformado por tres replicas a una
concentracion de 0.03786 ug/L de clorpirifos etil. Cada una de ellas se inicié con 20
neonatos dispuestos en recipientes cilindricos de un volumen de 120 mL con

monitoreo manual por 20 dias.

8.15 Prueba ecotoxicoldégica en D. magna de los extractos etandlicos de
chiltepin

Prueba aguda: Se realizaron pruebas exploratorias de toxicidad aguda de los
extractos etandlicos de chiltepin siguiendo las condiciones establecidas en la NMX-



AA-087-SCFI-2010. La prueba confirmatoria consistié en 10 neonatos expuestos
durante 48 h a 5.96, 2.98 y 1.49 mg/L de capsaicina en el EESSy 5.15, 2.57y 1.28
mg/L para EECS en un volumen final de 30 mL de agua dura reconstituida, cada
concentracion se ensayd por triplicado. La mortandad se registr6 a las 48h
estableciendo la CEso mediante una regresion logistica por el método Probit.

Prueba cronica: La prueba consistio en medios de cultivo con agua dura
reconstituida y una poblacion inicial de 20 neonatos, monitoreados durante 20 dias
con tres replicas técnicas. Se registr6 parametros de historia de vida como
natalidad, mortalidad y mudas. Las concentraciones utilizadas en la exposicion

cronica fue 10 veces menor a la CEso establecida para EESS y EECS.

8.16 Modelo matematico predictivo de la ecotoxicologia crénica de EECS,
EESS y Foley Rey® en Daphnia magna.

El modelo matemético se elaboro a partir de los datos recolectados en el monitoreo
de 19 dias de poblaciones de dafnias expuestas crénicamente a EECS, EESS y
Foley Rey®. El seguimiento poblacional se realiz6 atendiendo las alteraciones al
ciclo de vida de D. magna, calculando las probabilidades de supervivencia y
transicion. Las probabilidades obtenidas se adecuaron en forma matricial para
describir el comportamiento poblacional en cada uno de los grupos. En la proyeccion
de los individuos a través del tiempo se utilizé la ecuacion de Gompertz (Ec.1) con

una capacidad de 185 individuos para el sistema.

Ecuacion 1

—Be—Ct

Ke

G(ti) =

Donde G(ti) es el tamafio de la poblacién en el dia ti, K es la capacidad de carga de

sistema, B es el dia de maximo crecimiento y C es la tasa maxima de crecimiento.



8.17 Modelado complejo ambiental de la ecoexergia en Curcubita pepo L., por
red neuronal

La red neuronal empleada en la prediccién de ecoexergia en un cultivo de calabaza
infectado se realiz6 en el ID-Rstudio (ver. 4.2.3) con las bibliotecas informaticas
"neuralnet”, "MASS", "ROCR", "gmodels", "caret", "lattice", "dplyr" y "keras". La
arquitectura para este modelo consté de un perceptron de 7 entradas que
corresponden a dos indicadores creados y cinco parametros determinados
experimentalmente, en la arquitectura se incorpord 3 capas ocultas para mejorar el
aprendizaje de neuronal, la salida es una neurona con el valor de ecoexergia de las
plantas de calabaza tratadas. El algoritmo “retro-propagacion” fue utilizado en la

activacion y ajuste de los parametros con un error p < 0.005.

8.17.1 Evaluacion del desempefio de lared neuronal multicapa

Se evalué el aprendizaje y desempefio de los modelos de red neuronal entrenados
mediante una matriz de confusién y un gréfico de precision de entrenamiento y
prueba contra el nimero de épocas de entrenamiento. Se utilizo el ID Rstudio

tE 11

(ver.4.2.3) con las paqueterias “neuralnet”, “ggplot2” y “caret”.

9. RESULTADOS Y DISCUSION

9.1 Formulacién de un plaguicida a partir de un extracto etandlico de

Capsicum annum L. var. Glabriusculum

9.1.1 Obtencion y caracterizacion de la especie Capsicum annum L. del
municipio de Venustiano Carranza

En atencion al primer objetivo se recolectaron de 2 zonas de la comunidad de
Venustiano Carranza del estado de Puebla; especies silvestres de Capsicum annum
l. Las plantas presentaron caracteristicas de arbusto ramificado menor a dos metros
altura, hojas ovaladas, tallos y peciolos delgados alados (Molina y Marquez, 2010),
flores blancas y pequefias de una a tres por nudo; asi como frutos con una
constriccién en el caliz y ausencia del dentado (Hernandez et al., 1999). La
recoleccion de las plantas se realiz6 mediante un muestreo no probabilistico por

conveniencia (Otzen et al., 2017). En la primera zona se identificaron a 8



especimenes de Capsicum annum |. y en la segunda a 12. El tamafio de la muestra
se decidié con base a la formula 9, al establecer un nivel de confianza del 95%,

determinando asi la recoleccion de los especimenes silvestres identificados.

2
e N - Z, -p-q
da*(N-1)+ Z°-p-q
’ Formula 9
n = Tamafio de la muestra
N = Poblacion de la especie a muestrear
Z =1.962 (Con una seguridad del 95%)
p = Proporcion esperada del 50% o 0.5
g=1-p(enestecasol-0.5=0.5)
d= Precision del 3%
Zona 1:
8 * 1.9622 x 0.5 * 0.5 7.7
n= = =79 =8
0.032 %7+ 19622+ 05%0.5 0.968
Zona 2:
12 = 1.962% = 0.5 = 0.5 11.55
=11.88 = 12

n= = =
0.032 =114+ 19622 =05=0.5 0.972

La identificacion botanica de Capsicum annum L. silvestre, fue con base a las
caracteristicas fisicas registradas y a través de la aplicacion de estadisticos de tipo
univariado y multivariado; se descart6 su pertenencia a otro género que no fuese el

de interés para este estudio, dada la similitud morfolégica que presentan.

Las caracteristicas fisicas registradas de tipo cuantitativo fueron el alto (cm), ancho
y largo de la hoja (cm), peciolo (mm), caliz (mm), asi como el largo y ancho del fruto
(mm). En cuanto al analisis estadistico univariado, se utilizo un ANOVA de una via
empleando como datos de referencia los publicados para Capsicum annum L. de

muestras provenientes de la Sierra Norte de Puebla (Ramirez, 2017) (Tabla 6).



Tabla 6. Datos recolectados por zona de los especimenes Capsicum annum L. del municipio

Venustiano Carranza, Puebla.

Ancho Largo hoja  Peciolo (or:11}4 Largo fruto Ancho
Grupo  Alto (cm) Referencia
hoja (cm) (cm) (mm) (mm) (mm) fruto (mm)
Control 55 2 5 12.5 1.5 9 6.5 Ramirez, 2017
Zonal 47.75 1.33 3.09 15.38 1.73 11.25 7.88 En este estudio
Zona 2 44.25 2.25 498 16.42 1.88 11.00 8.25 En este estudio

ANOVA p < 0.05

El documentar caracteristicas morfolégicas de la especie silvestre Capsicum annum
L. (Figura 11) fue de relevancia al realizar un analisis estadistico multivariado de
componentes principales (ACP), el cual permitié concentrar las posibles variaciones
de los datos originales en tres componentes o ejes. En cada componente principal,
la contribucion de las caracteristicas fisicas del chiltepin se expres6 en valores y

vectores propios.

Los datos originales se representaron en un espacio de dimension inferior al original,
asi, el empleo de los indicadores que se sefialan a continuacién precisara la
identificacion de rasgos caracteristicos en la especie. La primera componente se
definié por el alto de la planta, el largo de la hoja, el ancho del fruto y el largo del
fruto (L4zaro, 2017), la segunda y tercera componente se definieron por ancho de
la hoja, céliz y peciolo andlisis por componentes principales (Tabla 7). Este analisis
mostro que 88.22 % de las caracteristicas morfologicas son explicadas por las tres

primeras componentes (Galvez et al., 2018, Gutiérrez et al., 2020).

Tabla 7. Andlisis de componentes principales de las caracteristicas evaluadas en las plantas de
Capsicum annum L.

Eje de los componentes principales
1 2 3 4 5 6 7
Autovalor 3.651 1.792 0.731 0.597 0.182 0.032 0.012
Proporcion de la variacion  52.16 25.60 10.45 8.52 2.60 0.46 0.18

explicada (%)

Proporcion de la variacion  52.16 77.77 88.22 96.75 99.35 99.81 100.00
acumulada (%)

Vectores propios
Alto (cm) 0.462 0.311 0.176 0.057 0.183 0.581 0.532
Ancho hoja (cm) 0.206 -0.492 -0.676 -0.305 0.330 0.237 -0.007



Largo hoja (cm) 0.458 -0.228 -0.111 -0.003 -0.848 -0.006 0.072

Caliz 0.168 -0.470 0.674 -0.524 0.129 -0.056 -0.020
Peciolo 0.175 -0.520 0.164 0.791 0.207 -0.032 -0.024
Ancho fruto (mm) 0.492 0.200 -0.121 -0.042 0.254 -0.759 0.242
Largo fruto (mm) 0.482 0.277 0.054 0.016 0.108 0.154 -0.807

Es ampliamente sefalado que las poblaciones de C. annuum silvestre tienen una
elevada variacion en sus caracteristicas morfologicas (Hernandez et al., 1999), lo
que indica que esta especie es un recurso genético valioso y su estudio mediante
estadisticos multivariados como el ACP permiten mejorara su futuro

aprovechamiento agricola.

Figura 11. Especies de chiltepin silvestre analizadas. a) Muestra de espécimen en la zona 1 y b)
Muestra del espécimen en la zona 2.

9.1.2 Obtencion y cuantificacién del contenido de capsaicina en los extractos
etandlicos de chiltepin

El extracto etandlico se obtuvo de frutos en estado maduro, que presentaron una
coloracién roja alcanzada al dia 40 posterior a la floracion de la planta (Abellan et
al., 2018). El color se evalu6é mediante el sistema CIELab que permiten cuantificar
el color bajo los pardmetros L* (Luminosidad), a* (variacion de verde a rojo) y b*
(variacion de azul a amarillo) comparandolo con respecto a valores de referencia
(Caughey et al., 2020; Gonzéalez-Zamora, et al., 2013). Los resultados del analisis

con base en los parametros Lab, se muestran en la tabla 8.

Tabla 8. Valores del Espacio de color Lab del estado de madurez de frutos de chiltepin

Parametro Dafara alor promedio gde 0S de P-valo
) ep de
Valor de L 40.00 42.05 0.159
Valor de a 47.00 56.90 0.0001*
Valor de b 34.8 35.76 0.3114

# Valores reportados por Martinez et al., 2016



* p-valor significativo menor a 0.05

Los frutos de chiltepin recolectados mostraron un ligero color oscuro (L) sin
embargo, en cuanto al color rojo (a) este fue mayor con respecto a la referencia
(p<0.05), lo que indica la presencia de mas carotenoides y podria estar relacionado
con un incremento en la concentracion de capsaicinoides (De la Cruz et al., 2020,
Delgado y Rist, 2016), el valor de b de los frutos de chiltepin indica que es

ligeramente mas amarillo sin embargo no es significativo (p<0.05).

Los frutos analizados se procesaron para obtener dos variantes de extracto
etandlicos: una con el fruto y sus semillas (EECS) y otro con el fruto exceptuando
las semillas (EESS). Los extractos obtenidos se guardaron en envases de vidrio
color ambar protegidos contra luz y almacenado a -20° C (Frias y Merighi, 2016),

para su posterior evaluacion del contenido de capsaicinoides.

La cuantificacion de capsaicina se evalla en el rango de 230-280 nm (Davis et al.,
2007). A partir del barrido espectral se identificé la longitud de onda de maxima
absorbancia correspondiente a los 266 nm (Figura 12), misma que se utilizo en la
cuantificacion de los extractos etandlicos de chiltepin EESS y EECS, el blanco

empleado fue etanol al 96%.
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Figura 12. Espectros UV de los extractos con y sin semilla obtenidos de chiltepin (Capsicum annum
L. var glabriusculum). Espectros de 230 a 280 nm.

Por tanto, la cuantificacion del estandar capsaicina se establecio a los 266 nm y fue
corroborada con un barrido del estandar dentro del mismo intervalo de 230 a 280
nm (Figura 12).
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Figura 13. Espectros UV de diferentes concentraciones del estdndar capsaicina. (A) Barrido
espectral de capsaicina de 230 a 280 nm. (B). Curva de calibracién de capsaicina.

La mayoria de los capsaicinoides presentan absorcién en la region UV del espectro,
entre 200 y 350 nm. De lo anterior, a partir de la ley de Beer-Lambert (Gonzélez et
al., 2015), fue posible estimar la cantidad de capsaicina contenida en los extractos:
340.06 pg/mL para EESS y de 327.15 pg/mL para EECS. El rendimiento por peso

seco de fruto de chiltepin se muestra en la tabla 9.

Tabla 9. Contenido de capsaicina por peso seco de frutos maduros de chiltepin

e a 0/ Peso seco Refere a
Referencia 15.36 £+ 1.67° Gonzalez et al.,2013

EESS 8.53+0.052 Este estudio

EECS 7.92 +£0.372 Este estudio

Diferencias p<0.05 se muestran mediante letras

Se ha reportado un rendimiento de 15.36 mg de capsaicina/g de peso seco de
chiltepin (Gonzales et al., 2013), utilizado como agente de extraccion acetonitrilo,
sin embargo, este compuesto presenta una toxicidad superior en organismos
acuaticos en comparacion con etanol al 96%. Los extractos etandlicos obtenidos en
este estudio se filtraron en dos ocasiones, la primera a fin de retirar sélidos de mayor
tamafio y la segunda con el objetivo de eliminar virus o bacterias mediante
membrana de 0.22 ym (Lu et al., 2017). La concentracion estimada fue 40% menor
a la reportada para un extracto etandlico de Capsicum annum (Gonzalez et
al.,2013). La disminucion del rendimiento se atribuye a las filtraciones realizadas, al
eliminar las particulas pulverizadas de chiltepin también se remueve parte de

capsaicinoides presentes en la placenta del fruto (Vazquez et al., 2007).



9.1.3 Efecto antifungico del extracto de chiltepin sobre el fitopatégeno
Alternaria spp.

En lo que respecta al primer objetivo se evaluo la propiedad antifingica de los
extractos EESS y EECS. Se emple6 el hongo fitopatégeno Altenaria spp.; causante
principal de necrosis en hojas y tallos en cultivos de calabaza (Jamiotkowska y
Sawicki, 2011) y se monitore6é su crecimiento durante 7 dias (Figura 14) lo cual

permitié establecer las concentraciones a las cuales se inhibe el crecimiento del

TXXX .

EECS 9.81 mg/L -35mg/L EECS 19.62mg/mL  EECS 22.90 mg/L

000 © 3

EESS 10.20mg/L EESS 13.60 mg/L EESS 17.00mg/L  EESS20.40mg/L  EESS 23.80 mg/L

00009

ETOH 22,60mg/L. ETOH30,14mg/L  ETOH 37,68mg/L ETOH4521mg/L.  ETOH 52,75mg/L

hongo.

EECS 13.08 mgIL EECS

Control

Figura 14. Crecimiento Alternaria spp. a las 168 h en los tratamientos con EECS, EESS y ETOH.

El crecimiento radial de Alternaria spp. se vio afectado severamente en medios de
cultivos con extracto EESS con concentraciones de capsaicina entre 22.40 mg/L y
23.80 mg/L (p<0.05), en cambio aquellos medios de cultivo con EECS en
concentraciones inferiores a 22.90 mg/L de capsaicina se observé crecimiento
(Figura 15).
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Figura 15. Evaluacién de la inhibicion del crecimiento de Alternaria spp., durante 7 dias. Se
muestra el efecto de los extractos EECS, EESS y ETOH sobre el crecimiento radial del hongo

fitopatdgeno. Diferencias p<0.05 mediante el estadistico suma de rangos de Wilcoxon.

El efecto en el control del crecimiento del hongo Alternaria spp. mejoré en medios
con EESS a una concentracion de 23.80 mg/L de capsaicina en el cultivo. Esta
concentracion de capsaicina es comparada con el fungicida comercial Mancozeb®
cuyo uso ha sido reportado en agricultores de la Sierra Norte de Puebla; su principio
activo es el sulfato de cobre con un grado de toxicidad medio clasificado por la OMS
(Martinez, 2014); estudios muestran que 1600 mg/L inhibe 100% el crecimiento de
Alternaria spp. al dia 8 (Gomez y Nufiez, 2019). Por lo tanto, para controlar el
crecimiento del fitopatbgeno Alternaria spp. con el extracto EESS se debe aplicar
una concentracion 67 veces menor a la aplicada con Mancozeb®, cabe sefalar que
este producto comercial evita cualquier crecimiento de hongos por lo que
constituyen un riesgo en la aparicién de biotipos fitopatdégenos resistentes (Gaviria
et al., 2013).

Tabla 10. Efecto antifingico de los extractos de chiltepin sobre el crecimiento de Alternaria spp.

Tratamiento CEso 48 H CEso 72 H CEso 96 H CEsp 168 H
Extracto etandlico con semilla 4.939 mg/L* 6.29 mg/L* 8.626 mg/mL ™ | 14.89 mg/mL"
(EECS)
Extracto etandlico sin semilla 7.72 mg/L™ 8.68 mg/L™ 12.68 mg/L ™ 14.18 mg/L™
(EESS)
Etanol (ETOH) 15,795 mg/L™ 21,444 mg/L™ | 26,106 mg/L- | 36,847 mg/L™

Cadigo de significancia: 0 “**’ 0.001 ** 0.01 ** 0.05 ‘.’ 0.1

El crecimiento radial de Alternaria spp., en los tratamientos EESS y EECS se evalu6
en porcentaje de inhibicidon con respecto al cultivo control (Tabla 10), se calcul6 la
concentracion media efectiva (CEso) a las 48, 72, 96 y 168 h. La inhibicion del hongo
a las 48h fue mejor con EECS al requerir una menor concentracién en comparacion
con el empleo de EESS y ETOH, este resultado se observo a las 72 y 96 h, no asi
alas 168 h al requerir menor concentracion de capsaicina presente en EESS, siendo
para el caso de EECS un aumento de 2.02 mg/L en la concentracion de capsaicina

para impedir el crecimiento de Alternaria spp.




El efecto antifingico atribuido a extractos de Capsicum se debe a la presencia de
capsaicinoides encontrados mayoritariamente en tejido placentario de frutos en
estado maduro, asi también como alcaloides y tocoferoles compuestos con
bioactividad (Gaviria et al., 2013). Los agricultores utilizan Mancozeb® como agente
de control quimico aplicAndolo cada 10 o 14 dias, por lo que se plantea su uso
integrado con extractos etandlicos de chiltepin en conjunto con programas de

manejo que permitan disminuir la presencia de agroquimicos en frutos y suelo.

9.1.4 Efectos de extractos etandlicos de chiltepin en el modelo in vitro
Arabidopsis thaliana

La actividad plaguicida de los extractos EESS y EECS se evalud en Arabidopsis
thaliana, como modelo in vitro, mediante en ensayos de sensibilidad. La primera
prueba se realizé en semillas de A. thaliana en medios de cultivo con EESS y EECS,
sus efectos se determinaron con base al porcentaje de germinacion (Rojas et al.,
2014). Se consideraron 4 fases: ruptura de la testa, ruptura del endospermo,
propulsiéon de la radicula y generacion de la plantula alcanzada al 4 ° dia de
incubacion a 25 ° C. Concentraciones de capsaicina en medios de cultivos se
encontraron en un rango de 10.20 mg/L a 22.90 mg/L. El extracto EECS presento
un menor porcentaje de germinacion para el dia 3 y 4 con 13.08 y 16.35 mg/L de
capsaicina en placa respectivamente, no asi para el EESS a 10.20 mg/L en el cual
se observo el mayor porcentaje de germinacion de los extractos aplicados incluso

en comparacién con medios de cultivo que contenian solo etanol.
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Figura 16. Porcentaje de germinacion de Arabidopsis thaliana por dia. Las diferencias entre
dias fueron confirmadas mediante una prueba suma de rangos de Friedman p <0.05, diferencias

entre grupos por dias prueba de suma de rangos de Kruskal-Wallis con un p< 0.05.

La presencia de EECS y EESS afecté severamente la germinacion de semillas de
A. thaliana (Figura 16). El control de germinacion de malezas mediante extractos
etandlicos de chiltepin se vuelve 6ptimo al compararse con 2,4-diclorofenoxiacético
(2,4 D) herbicida de amplio uso en Puebla (Cesareo y César, 2019) que requiere de
una dosis de 70 mg/L del compuesto activo para actuar como agente
postemergencia en control de malezas (Fargasova, 1994), el extracto EESS y EECS
requiere de 47.1 mg/L menos al aplicado con 2,4 D. La exposicidén a los extractos
etandlicos de chiltepin en etapas tempranas de plantas maleza puede causar
inhibicién de las semillas o un retraso en su germinacién en ausencia de los
extractos, aunque el efecto en la germinacion sea reversible se le considera un

efecto fitotoxico (Sobrero, y Ronco, 2004).

Tabla 11. Efecto fitotoxico de los extractos etandlicos de chiltepin

DIA 0

DIA

Extracto etandlico con semilla (EECS)

39.84 mg/L **+*

28.37 mg/L ***

Extracto etandlico sin semilla (EESS)

35.78 mg/L***

35.62 mg/L***

Etanol (ETOH)

6.2300e+07 mg/L

3.3038e+07 mg/L

Cadigo de significancia: 0 “***’ 0.001 “**’ 0.01 “*' 0.05 ‘.’ 0.1




La fitotoxicidad de los extractos EECS, EESS y ETOH se estudi6 en plantulas de A.
thaliana con 7 dias de edad. El efecto se evaluo a través de la pérdida de color en
las hojas y se determing la CEso a las 72 y 120 h mediante modelo Probit de
regresion logistica (Tabla 11) en los tratamientos con EESS y EECS para descartar
los efectos del solvente se utilizaron medios Unicamente con ETOH y en ausencia

de extractos.

El extracto EECS presento efecto herbicida a las 72 h a una concentracion de 39.84
mg/L de capsaicina en el medio de cultivo y de 35.78 mg/L para EESS, sin embargo,
esta concentracion se ve disminuida a las 120 h, es decir si la exposicion al extracto
EECS se prolonga por otras 48 h su efecto fitotbxico se ve mejorado al requerir de
28.79% menos que la concentracion de capsaicina aplicada en EESS alas 72 h. En
lo que respecta a ETOH se requiere de concentraciones superiores a 1 x 107 mg/L
para causar la muerte del 50% de las plantulas. La disminucién de la concentracion
efectiva a las 120 h con EECS se le puede atribuir a la presencia de saponinas en
las semillas de chiltepin, compuestos que poseen un efecto herbicida (Osorio et al.,
2019).

El estudio a bajas concentraciones de capsaicina en sinergia con otros compuestos
presentes en extractos de tipo etandlico de frutos de chiltepin no ha sido explorado
en Arabidopsis thaliana por lo tanto fue de interés analizar los cambios fisiol6gicos
presentados en plantulas de 7 dias de edad expuestas durante 20 dias a una
concentracion 10 veces menor a la CEso determinada a las 120 h. El extracto EECS
con una concentracion de 3.275 mg/L de capsaicina mostré efecto benéfico en el
largo del tallo de las plantulas al dia 15y 20 (Figura 17.a) siendo mejor que el grupo
control, EESS y ETOH (p<0.05). El ancho de las hojas (Figura 17.b) presento
valores mas altos en el tratamiento con EECS y ETOH (p<0.05) al dia 20; en cuanto
al largo de la hoja de plantulas (Figura 17.c) en medio con EECS mejoré partir del
dia 5 (p<0.05).
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Figura 17. Cambios fisiol6gicos en plantulas de Arabidopsis thaliana de 7 dias de edad
expuestas a EECS, EESS y ETOH durante 20 dias. (a) Registro del largo del tallo, (b) Registro del
ancho de la hoja, (c) Registro del largo de la hoja. Diferencias p < 0.05 sefialadas por letras.

Compuestos que se encuentran en EECS ademas de capsaicinoides son los
terpenos con propiedades antioxidantes, asi como de acidos grasos, siendo algunos
terpenos (Lopez-Carreras, et al., 2012; Matrinez y Galindo, 2014) los cuales podrian

estar contribuyendo al mejor desarrollo de las plantulas.

9.1.5 Modelacion matematica de los efectos de los extractos en el cultivo de
Arabidopsis thaliana

Los efectos de los extractos etandlicos de chiltepin fueron modelados a través de la
ecoexergia especifica de Arabidopsis thaliana. La cuantificacion de ecoexergia
permite combinar componentes estructurales y funcionales de A. thaliana, del flujo
de energia y su orientacion. Para su céalculo se consideré la biomasa de carbono en

las plantulas, el Biy el valor del detritus como referencia de energia (Tabla 12).

Tabla 12. Informacién utilizada en la modelacién matematica

Variable Formula Referencia

(Peso fresco g * 0.053455905) + (Porcentaje de =5ie ESili, IMEEED

; . regresion lineal, R?=0.999,
perdida de agua * -0.000092885) + 0.008773355 p-valor: 0.00707

Peso seco (g)

Biomasa de

Peso seco g * 0.45 Kistner et al., 2019
carbono ()

Calculado con base a
Libralato et al., 2006;
Jorgensen et al.,1995;
Alvarez et al., 2015.

Coeficiente Bi

A. thaliana 80.017 g/m2




Valor de
referencia 18.7 kd/g
detritus

Jergensen et al.,1995;
Alvarez et al., 2015.

La exposicion aguda de los extractos EECS y EESS causo pérdida de coloracion
en las hojas de las plantulas, debido a la presencia de compuestos con potencial
fitotoxico en altas concentraciones; su crecimiento se vio afectado negativamente,
asi como su aprovechamiento energético (Jorgensen, 1995, Libralato et al., 2006).
La reduccion del aprovechamiento energético de las plantulas ante la presencia de
capsaicina (Figura 18) es mas notable con el extracto EECS a la concentracion de
35.98 mg/L (p<0.05), no asi para los tratamientos con ETOH y EESS (p < 0.05), sin
embargo, se observa una disminucién de su ecoexergia especifica con respecto al

control.
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Figura 18. Ecoexergia especifica de Arabidopsis thaliana expuesta a concentraciones de CEso
durante 72h. A partir del peso fresco de las plantulas expuestas a EESS, EECS y ETOH.

La pérdida energética se hizo mas evidente al realizar una diferencia de los grupos
sometidos a EESS, EECS y ETOH con respecto al promedio de ecoexergia
registrado en el grupo control a las 72 h (Figura 19). En el tratamiento con EESS se
observa una disminucion de la ecoexergia al haber un incremento de capsaicina
(p<0.05) de la misma forma ocurri6 para los medios con ETOH aplicado en la misma
proporcion del volumen utilizado en los extractos (p<0.05), sin embargo, medios con
EECS en un intervalo de capsaicina de 32.71 a 35.98 mg/L causan una muerte
efectiva del 50% de las plantulas con una disminucion de ecoexergia (p<0.05) con




respecto a los tratamientos con ETOH y EESS, por lo que no se requiere de aplicar

el extracto con una concentracion mayor de capsaicina para observar fitotoxicidad.
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Figura 19. Diferencia de ecoexergia en la exposicién aguda en Arabidopsis thaliana. Se realiz6 con
base al peso registrado de las plantulas al final de la exposiciéon con EESS, EECS y ETOH.

Ademas, el calculé de ecoexergia especifica se realizo en la exposicidén crénica con
EESS, EECS y ETOH a bajas concentraciones de capsaicina durante 20 dias con
cuatro cortes de tiempo al dia 5, 10, 15y 20 (Figura 20).
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Figura 20. Ecoexergia especifica de la exposicion cronica con EESS, EECS y ETOH en modelo
Arabidopsis thaliana.

La exposicion a una dosis 10 veces menor a la determinada en la CEso, para el caso
de EECS mostré un incremento en la energia especifica al dia 5, 10 y 20 en las
plantulas expuestas con una evolucion positiva (Figura 21) no asi para EESS el cual
presento un ligero incremento al dia 5 y 10 (p<0.05) sin embargo, solo fue

significativo en su decremento energético al dia 15 y 20. Por otro lado exposicion



con el solvente ETOH mostr6 una disminucién en Jg/m? al dia 5 y 15 con
incrementos al dia 10 y 20 lo que podria indicar adaptacion de las plantulas durante
lapsos de tiempo. Esto confirma el efecto positivo observado en el incremento del

tamafio del tallo y hojas de las plantulas.
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Figura 21. Diferencia de ecoexergia de la exposicion cronica en el modelo Arabidopsis thaliana en
los tratamientos EESS, EECS y ETOH. La diferencia de ecoexergia se hizo con base al promedio

registrado de las plantulas al dia 5, 10, 15 y 20 con respecto las expuestas a los extractos.

9.2 Encuesta aplicada a los agricultores del municipio de Venustiano
Carranza, Puebla sobre el uso de plaguicidas

Para cumplir con el segundo objetivo fue importante conocer la frecuencia de uso
de plaguicidas quimicos por parte de los agricultores del municipio de Venustiano
Carranza. El método de muestreo fue no probalisitico por bola de nieve; se
entrevistd a 38 agricultores con tierras de cultivos en el municipio de Venustiano
Carranza. La edad promedio de los entrevistados fue 60.2 afios y solo se tuvo

registro de 6 feminas.
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Figura 22. Descripcion de la poblacién encuestada con actividad agricola en el municipio de
Venustiano Carranza, Puebla. A) Sexo de las personas encuestadas, B) Intervalos de edad de los

encuestado, C) Grado de escolaridad de los encuestados y D) Actividad principal de los agricultores.

La estructura de la encuesta consté de tres secciones. La primera seccion permitio
obtener la descripcion sociodemografica. La segunda tuvo por objetivo conocer si
los agricultores alguna vez emplearon plaguicidas quimicos; el 82% sefiald haber
utiizado ocasionalmente plaguicidas y el 18% restante afirm6 usarlos

frecuentemente debido a su actividad agricola de venta y autoconsumo.

Los plaguicidas son aplicados con mayor frecuencia en meses célidos (abril-
septiembre), solo el 18% de los agricultores menciond utilizarlos durante todo el
ano. En lo que respecta al tipo de plaguicida; los fungicidas, herbicidas e insecticidas
fueron los mas sefialados, en menor cantidad los fumigantes, bactericidas y
rodenticidas (Figura 23). Las plagas insectiles que afectan de forma recurrente a los
cultivos de los agricultores en el municipio de Venustiano Carranza son: el gusano
cogollero, gusano medidor, lorito verde, gallina ciega, pulgén blanco y babosa
(Figura 24); aunque solo se identificaron a insectos; se tiene antecedentes

bibliograficos de hongos fitopatégenos (Martinez, 2014).
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Figura 23.Plaguicidas mas utilizados en el municipio de Venustiano Carranza, Puebla. Resultados
de la entrevista realiza en el afio 2022.
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Figura 24. Plagas registradas por los agricultores en el municipio de Venustiano Carranza, Puebla.

Resultados de la entrevista aplicada en 2022.

Los compuestos activos de los plaguicidas mas empleados fueron:
organofosforados, paraquat y glifosato; su clasificacion de acuerdo con la OMS y
con base a su toxicidad en ambientes acuaticos fue de categoria 1. Los
organoclorados, carbamatos y piretroides; forman parte de la formulacién de los
plaguicidas, aunque en menor concentracion. Los ingredientes activos no

mencionados fueron las cetonas, triazinas y azoles (Figura 25).



Categoria 3
A) Cetonas 8%

Triazinas
Azoles
Organoclorado
Carbamatos
Piretroides I
Aminas I

Ureas

Compuesto activo

Organicos
Glifosato IEEEG———
Paraquat I
Organofosforados
0.00 10.00 20.00 30.00 40.00 50.00 60.00 70.00 80.00
% Porcentaje

Toxicidad de los plaguicidas

Figura 25. Compuestos activos de los plaguicidas y su toxicidad por categoria. A) Compuestos
activos de los plaguicidas empleados en el municipio de Venustiano Carranza, B) Categoria a la cual

corresponden los compuestos activos registrados de acuerdo con la OMS.

La cantidad utilizada de los plaguicidas, asi como su frecuencia de aplicacion
(Figura 26.A) se basa en la experiencia del agricultor, otros consideran la
informacion del reverso del envase del plaguicida adquirido y solo el 11% recibieron
algun tipo de orientacion por el vendedor. Estos resultados sefalan la necesidad de
capacitar a los agricultores mediante cursos o platicas para el correcto uso y
aplicacion de plaguicidas, usando un lenguaje sencillo y practico considerando a la

falta de capacitacion de los agricultores.

La frecuencia de aplicacion de los plaguicidas con el fin de controlar o erradicar a
una plaga se realiza por lo menos tres veces al mes, en los casos en que la plaga

es severa la administracion del agente quimico se reduce a semanas (Figura 26.B).
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Figura 26.Toma de decisiones para la eleccién del plaguicida y la dosis a utilizar. A) Eleccion del
plaguicida y la cantidad a utilizar de acuerdo con los entrevistados, B) Frecuencias con la cual se

aplican los plaguicidas.

A los agricultores se les cuestion6 acerca de la adquisicién de un producto organico;
su respuesta fue positiva, tal y como fue sefialado por 95% de ellos y el 5% restante
se planteé la compra del producto considerando su precio de venta. Las
caracteristicas que busca el agricultor en un plaguicida organico son: control de
plagas y enfermedades, disminucién de la mano de obra e incremento en la

produccion del cultivo (Figura 27.A).

Las plagas de interés para los agricultores de la zona a controlar por el plaguicida
organico son: parasitos o gusanos, malezas, hongos, insectos, acaros y algunas

bacterias (Figura 27.B).
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Figura 27. Propiedades que debe tener un plaguicida organico de acuerdo con los

entrevistados. A) Caracteristicas que busca el agricultor, B) Tipo de plagas a controlar.

9.3 Efectos de los extractos etandlicos de Capsicum annum L. var.
Glabriusculum y un plaguicida de uso comun sobre cultivo de calabaza

infectada

La calabaza (Cucurbita pepo L.) es considerada como una planta comercialmente
rentable, su demanda es grande a nivel nacional e internacional. Entre los
principales estados productores en México se encuentra Puebla (De La Rocha et

al., 2020). Con base a esta informacién, el estudio de los efectos plaguicidas de los



extractos etandlicos de chiltepin fue de relevancia, sobre todo al ser comparado con

un plaguicida comercial de uso comun en el municipio de Venustiano Carranza.

La evaluacion de los efectos plaguicidas se realizé en un cultivo de calabaza
infectado. Los grupos experimentales consistieron en plantas con EECS, EESS,

FoleyRey®, FoleyRey®/EECS, FoleyRey®/EESS y un control sin infecciones.

Previo a su aplicacion, se identificaron las principales enfermedades presentes en
el cultivo (Figura 28), entre las que destaca la presencia de fitopatdogenos, bacterias

e insectos como la hormiga y catarinas (Martinez et al., 2012).
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Figura 28. Enfermedades identificadas en el cultivo de calabaza previo al tratamiento.

Asi tambien se realiz6 un muestreo del suelo para cada manejo agroquimico, tres
muestras fueron recolectadas atendiendo al tipo de tratamiento: Extractos
etandlicos de chiltepin, Foley rey ® y sin tratamiento. Las muestras se analizaron
segun la NOM-021-SEMARNAT-2000 en el Laboratorio de Agrodiagndéstico de

Puebla.

Para los tres casos el tipo de suelo se establecié como franco arcilloso que resulta
ideal en el cultivo de calabaza; el valor de pH fue neutro, descartando un efecto
negativo demasiado alcalino o acido; el porcentaje de materia organica de 6.96 —
9.58%, aseguré un contenido adecuado de nutrientes para las plantas, es
importante sefialar que no se realizo fertilizacion previa a la toma de muestras por
lo que este Ultimo dato debe su caracteristica Unicamente a restos de cultivo anterior

a la siembra de calabaza.



Los datos obtenidos del estudio fisicoquimico se integraron en la modelacion
predictiva por red neuronal para el calculo de ecoexergia de los cultivos de calabaza

tratados.

El monitoreo de los efectos de EECS, EESS, FoleyRey®, FoleyRey®/EECS,
FoleyRey®/EESS se realizé durante 20 dias con cinco cortes de tiempo al dia 1, 4,
8, 12 y 20 (Figura 29) a la par se efectud un registro del tamafio de la hoja, el tallo,
asi como la base sobre la cual crecen, el tamafio de la flor y fruto.
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Figura 29. Ecoexergia calculada en cultivo de calabaza infectada en los tratamientos al dia 1, 4, 8,
12 y 20. Diferencias significativas sefialadas por letras ANOVA p < 0.005.
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Figura 30. Diferencia de ecoexergia en los cultivos de calabaza infectada al dia 1, 4, 8, 12 y 20.

Diferencias significativas sefialadas por letras ANOVA p < 0.005.

Se registraron valores superiores de ecoexergia previo al inicio de la aplicacion de
los tratamientos en los cultivos designados (p < 0.005). La primera aplicacién se
efectué al cuarto dia; sin embargo, derivado de la presencia de insectos y
patogenos, se observd una reduccion de ecoexergia en todos los cultivos (Figura

30). En el octavo dia, 4 dias posteriores a la primera aplicacion, se registré una



recuperacion energética en los grupos EESS, EECS y FoleyRey® (p < 0.005), estos
efectos benéficos para el caso de los extractos etandlicos de chiltepin se atribuyen
a la presencia de alcaloides, polifenoles, flavonoides, antocianinas, antroquinonas,

taninos, triterpenos y saponinas (SE Ekom et al., 2021).

Continuando con el monitoreo, el dia 12 se caracterizé por la notoriedad de efectos
positivos en los grupos EECS y EECS/ FoleyRey® (p < 0.005), tal que se generd un
incremento de ecoexergia a consecuencia de aumento en la floracion en
comparacion con los otros tratamientos. El proceso de floracion es importante para
los agricultores debido a que se puede disponer de la comercializacion de dicho
organo de la planta o esperar a que éste sea polinizado con la consecuente

apariciéon de frutos.

Finalmente, se destaca la prevalencia del efecto positivo de EECS al dia 20, lo que
denota un mejor aprovechamiento energético en contraste a los otros grupos para
el mismo dia, lo que resalta la presencia de compuestos fendlicos y capsaicinoides
en el fruto completo de chiles, mismos que registran actividad antifangica y
bactericida (Anaya et al., 2021), también se encuentran saponinas y terpenos que

benefician la polinizacion y refuerzan la relacién ecolégica (Pavoni et al., 2019).

Se obtuvo evidencia fotografica de los efectos ocasionados por los tratamientos
sobre los cultivos infectados. Es posible apreciar una mayor floracién y densidad
foliar para el tratamiento con EECS, asi como frutos de mayor tamafio y peso (Figura
31).
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Figura 31. Comparativa fotografica de los cultivos de calabaza al inicio y final del monitoreo.
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Figura 32.Frutos recolectados al dia 20 de monitoreo en cultivos tratados con EECS (A) y EESS
(B).

Por ultimo, derivado de la informacion recolectada durante la aplicacion en campo
de EECS y EESS, se realiz6 un andlisis del costo aproximado segun el volumen
empleado de extracto en 45 plantas cubriendo en su totalidad el area foliar con 125
mL del extracto y 125 mL de agua, lo que permitio incorporar en el precio el volumen
de solvente a utilizar, la cantidad (g) de frutos de chiltepin maduros, los filtros
usados, la energia eléctrica requerida en el equipo de extraccion y el supuesto de
un minimo de 1700 plantas por hectarea para un agricultor que se dedica a la venta

del fruto y flores de calabaza a escala comercial (Tabla 13).

Tabla 13. Precio de los extractos etandlicos de chiltepin

Tratamiento Por planta Precio x Aspersién x Hectarea
EECS $8.17 $0.181 $307.7 *
EESS $13.17 $0.292 $496.4 *

* Para un cultivo de 1700 plantas por hectarea
9.4 Evaluacién ecotoxicologia aguda de EECS, EESS y Foley Rey® en el

modelo Daphnia magna

La presencia de agentes toxicos en los ecosistemas acuaticos ha aumentado de
forma vertiginosa en los ultimos afos (Martins et al., 2007). La evaluacion y
seguimiento de estos compuestos se debe realizar mediante la aplicacion de una
serie de metodologias, que involucren organismo bioindicadores como Daphnia
magna. Pruebas de toxicidad cronica y aguda con D. magna se encuentran entre
los estudios realizados con mayor frecuencia en toxicologia acuatica (Lee et al.,
2019).



El modelo D. magna posee un cuerpo transparente, su cultivo es facil de
mantenimiento, corto tiempo de generacion, sensibilidad a factores estresantes y
cambios ambientales (Pérez et al., 2015) son bondades que permitieron la
evaluacion del plaguicida comercial Foley Rey®, el cual contiene dos compuestos
activos clorpirifos etil y permetrina; la toxicidad acuatica de dichos compuestos se
sefala en su ficha de seguridad como categoria 1, siendo altamente toxicos para
organismos acuaticos. La toxicidad acuatica de estos compuestos en combinacion
no ha sido evaluada; sin embargo, de forma individual se encuentra reportado para
clorpirifos etil, 760 ng/L a las 48 h en Daphnia magna (Maggio et al., 2021) y 0.0001

mg/L para permetrina.

La prueba en laboratorio empleando Foley Rey® reveld un valor de CEso de 378
ng/L y 52.92 ng/L de clorpirifos etil y permetrina respectivamente. La combinacion
de ambos compuestos tiene un efecto mas severo al requerir de dosis menores a

las reportadas en Daphnia magna (Maggio et al., 2021).

El extracto etandlico de frutos maduros de chiltepin caus6 mortandad a
concentraciones superiores al del plaguicida comercial en daphnidos. El valor de
CEso para EESS y EECS fue de 2.17 y 3.04 mg/L de capsaicina, respectivamente,
siendo el EECS con menor contenido de capsaicina, la cantidad aplicada debe ser
mayor a la de EESS para causar la muerte del 50% de la poblacion de daphnidos
expuesta. Los extractos botanicos tienen un menor impacto ecotoxicolégico
acuatico, los cuales en conjunto con la fauna benéfica permitiria regular las plagas
(Roman-Farje et al., 2017). El uso de sistemas bioldégicos como Daphnia magna
permitid determinar la toxicidad de los extractos y servira como punto de referencia

para su futura comercializacién (Martinez et al., 2010).

9.5 Evaluacion ecotoxicologia cronica de EECS, EESS y Foley Rey® en

el modelo Daphnia magna

La exposicion cronica consistio en aplicar una dosis 10 veces menor a la identificada

en la CEso con el modelo Probit. Neonatos de menos de 24 h de edad fueron



expuestos a Foley Rey® [37.86 ng/L Clorpirifés etil / 5.29 ng/L Permetrina], EESS
[0.217 mg/L capsaicina] y EECS [0.3045 mg/L capsaicina].

El analisis ecotoxicoldgico crénico tuvo por objetivo evaluar la respuesta de Daphnia
magna ante EECS, EESS y Foley Rey® durante 19 dias. El impacto ecologico de
estos tratamientos se analiz0 a través del estudio de su dinamica poblacional (Tabla
14), que se cuantifico a través de la cantidad de neonatos expulsado, primer dia de
reproduccion, natalidad, esperanza de vida y estructura poblacional (Asaeda y
Acharya, 2000). En el estudio se identificd cuatro etapas principales en el desarrollo

del organismo: neonato, joven, adulto y hembra en estado de gravidez.

Tabla 14. Efecto de los tratamientos en parametros de historia de vida en una poblacion de D. magna

Poblaciones experimentales
Control EECS EESS Foley Rey®

Primera reproduccion (dias) 9+0.72 12+ 2.032ab 9+0? 11+ 0b

Parametro evaluado

Reproduccion total 321+12.7P0 182+208 a 161+18°2 174 +14.9°

Neonatos por hembra 6.8+042° 2.4+0.183b 1.6+0.242 3.0+£049b

Esperanza de vida (dias) 40+0.64P 21+£2552 21+2.70° 19t05°¢

El primer parametro evaluado fue el dia en que se registré la primera expulsion de
neonatos, esto ocurre cuando el individuo llega a su adultez y es fértil (Hebert,1978).
En condiciones adecuadas Daphnia magna alcanza su madurez sexual al dia 9,
ante la presencia de Foley Rey® y EECS su reproduccion se retras6 2 y 3 dias
respectivamente (p < 0.05), esto se debe al proceso de adaptacion de los dafnidos
(Coors et al., 2004); sin embargo, esto no fue asi para EESS con el cual la primera
puesta de neonatos se registré el mismo dia que el grupo control (Tabla 14). El
retraso en la reproduccion pudo deberse a la compleja naturaleza del EECS debido
a gue en las semillas del chile se encuentran compuestos aromaticos, los cuales
pueden afectar a los dafnidos (Roa Nancucheo, 2020); contrario a EESS en el cual

las semillas se descartaron del fruto.

El clorpirifos, componente principal del plaguicida comercial Foley Rey® inactiva de
forma irreversible a la enzima acetilcolinesterasa (Palma et al.,2009). El resultado

de la exposicién cronica a la mezcla de clorpirifos y permetrina a una concentracion



subletal caus6 el desplazamiento de la etapa de reproduccidn partenogenética de
las hembras (Tabla 14).

Los cladoceros como Daphnia magna exhiben una tasa de crecimiento alta debido
a que su reproduccion es mediante partenogénesis (Gandara et al., 2013), esto lo
vuelve un parametro importante a evaluar en ensayos cronicos. Los dafnidos
expuestos a EECS, EESS y Foley Rey® mostraron reduccién del 50% de neonatos
expulsados en comparacién con el grupo control (p < 0.05).

El descenso en la fecundidad de los grupos expuestos a EECS, EESS y Foley Rey®
repercutié en la cantidad de neonatos expulsados por hembra gravida con respecto
al grupo control (p < 0.05), a pesar de la disminucién, los dafnidos expuestos a Foley

Rey® tuvieron una mayor produccién de neonatos por hembra gravida (Tabla 14).

La esperanza de vida es un parametro que permitié estimar el tiempo promedio de
vida que alcanzarian los individuos si son expuestos desde neonatos a Foley Rey®,
EECS y EESS, etapa en la cual son mas sensibles (Alvarez-Rodriguez et al.,2005).
Los individuos del grupo control presentaron un valor de esperanza de vida de 44
dias, relacionado con un ciclo normal de vida (Hebert, 1978). Este valor disminuyé
a la mitad para EECS > EESS > Foley Rey® (p > 0.05), atribuido a la exposicién

temprana a los compuestos (Tabla 14).
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Figura 33. Distribucién poblacién de D. magna expuesta a EECS, EESS y Foley Rey® durante 19
dias.
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Figura 34. Efecto de EECS, EESS y Foley Rey® en la natalidad de D. magna. La natalidad se calcul6
con el numero promedio de nacimientos por cada 10 hembras. Las diferencias significativas son

sefialadas con letras (P < 0.05), ANOVA de una via.

El analisis de la dinAmica poblacional de D. magna implicé su clasificacion en tres
clases: neonatos, jovenes y adultos (Figura 33). En el grupo control se observé una
mayor proporcion de neonatos con respecto a los registrados a EECS, EESS y
Foley Rey® (p < 0.05), esto se debe a que la presencia de compuestos en el medio
de cultivo tuvo un efecto estresor sobre los dafnidos y promovié el desplazamiento

de primer dia de reproduccion para el grupo con Foley Rey® y EECS (Figura 34).

La desproporcion de la estructura poblacional para el grupo con EESS tuvo como
consecuencia la disminucion de la natalidad (Figura 34) al registrar una menor
cantidad de neonatos expulsados por hembra gravida. En condiciones Optimas la
poblacional se encuentra constituida en menor cantidad por adultos (LeBlanc,1982),
sin embargo, para EECS y EESS el numero de adultos fue mayor que en el grupo
control y Foley Rey® (p < 0.05), esto no es negativo debido a que los organismos
pasan por un proceso de adaptacion (Billoir et al., 2007) a los extracto organicos,
asi tambien es relevante destacar que la cantidad adicionada a su medio de cultivo
fue mayor a la administrada con Foley Rey®, debido a su mezcla con permetrina.

La importancia de un ensayo crénico con una mezcla de compuestos permitio
conocer su toxicidad en conjunto, esto permitira asentar nuevos criterios de calidad

ambiental con un enfoque amplio y prospectivo (Hassold y Backhaus, 2014).
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Figura 35.Mudas registradas en los tratamientos durante el periodo de monitoreo.

La muda es un fendmeno importante para la reproduccion, el crecimiento y el
desarrollo de Daphnia (Chen et al., 2019). Un sistema multihormonal complejo
controla este proceso, la cantidad de mudas se seleccion6 como un parametro
sensible a la toxicidad cronica de los extractos etandélicos de chiltepin y el plaguicida
comercial. Una reduccion en la cantidad de mudas se observo en dafnidos
expuestos a Foley Rey® en comparacién al grupo control, EECS y EESS (p<0.05),
no asi para el dia 17 del monitoreo en el cual hubo un incremento significativo, con
una caida abrupta al dia 19. Este efecto se debe a la presencia de clorpirifo etil que
actué como agonistas de receptores hormonales, afectando vias enzimaticas
implicadas en la biosintesis, biodisponibilidad y metabolismo de las hormonas
(Ventura et al., 2016); por lo tanto, esta sustancia en combinacion con la permetrina
afecto la frecuencia de muda de los dafnidos.

En lo que respecta a EESS y EECS se observé una disminucion en la cantidad de
mudas producidas a partir del dia 11 y 13 respectivamente (p<0.05), esto se reflejé
en la disminucion de su tasa de natalidad (Figura 15), debido a que este proceso se
encuentra involucrado en la liberacién de neonatos partenogenéticos (Wolinski et
al., 2019).

9.6 Modelo matematico del desarrollo poblacional de D. magna expuesta
cronicamente a EECS, EESS y Foley Rey®

El analisis ecotoxicolégico cronico de EECS, EESS y Foley Rey® en D. magna
permitié el desarrollo de un modelo matematico predictivo poblacional. En el modelo

se considerd los parametros de historia de vida: cantidad de neonatos expulsado,



primer dia de reproduccion, natalidad, esperanza de vida y estructura poblacional,

discutidos en la seccién 9.5.

La dinamica poblacional de D. magna se abord6 desde su estructura poblacional, la
cual se dividi6 en tres clases: neonatos, jévenes y adultos (Figura 33). En el modelo
se ingreso las probabilidades de supervivencia y transicion para cada uno de los
grupos, ademas se considero la tasa natalidad y dia de maximo crecimiento. La
informacion permitié predecir hasta 50 ciclos, siendo cada ciclo de 2 dias; se obtuvo
una prediccion de 100 dias del comportamiento poblacional para cada tratamiento
(Figura 36).
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Figura 36. Simulacién matematica de una poblacién D. magna expuesta a EECS, EESS y Foley
Rey®.

En una matriz adecuada al modelo se describieron las probabilidades de
supervivencia de neonatos, jovenes y adultos, de la misma forma se calcularon las
probabilidades de transicion para cada etapa, de los datos obtenidos
experimentalmente de la exposicion crénica a EECS, EESS y Foley Rey®. La
proyeccion a través del tiempo se realizé mediante la ecuacion de Gompertz (Ec.
1), para lo cual se estableci6 una capacidad de carga (K) de 185 individuos
(neonatos, jovenes y adultos), ademas se considerd en el modelo el primer dia de
reproduccion para cada grupo, con lo cual la curva se ajustd para seguir el

comportamiento poblacional experimental de los primeros periodos de tiempo.

La simulacion poblacion de EESS exhibe una recuperacion poblacional comparable
a la simulacién con EECS y Foley Rey®. Este resultado se debe a que el primer dia

de reproduccion registrado en el grupo con EECS respecto al control no difirié (p



>0.05), sin embargo, en cuanto a sus probabilidades de supervivencia y transicion
se tuvo un decremento. Asi también las probabilidades de EESS ingresadas a la
matriz del modelo, tuvieron valores mas altos a los calculados para EECS y Foley
Rey®.

Partiendo de la proyeccion realizada mediante la ecuacion de Gompertz, se
determind la tasa finita de crecimiento (r), su célculo se realizé mediante la siguiente
férmula (Chen, 1979; Kirkwood, 2015):

Férmula 10

Donde:

e reslatasa finita de crecimiento.
e V/fes el valor final de la variable.
e Vies el valor inicial de la variable.

e nes lacantidad de periodos de tiempo transcurridos.

Esta tasa de crecimiento discreta permitié evaluar el cambio poblacional de los
individuos expuestos a los extractos etandlicos de chiltepin y el plaguicida
comercial. El valor de r para los grupos en forma decreciente fue el siguiente: 0.050
(EESS) > 0.046 (Control) > 0.0421(EECS) > 0.0418 (Foley Rey®). Debido a que el
valor de “r’ para todos los grupos fue mayor a cero indica un crecimiento de la
poblacién, como se observo en la simulacion (Figura 36), con un cambio poblacional

mayor para EESS.

9.7 Modelado complejo del calculo de ecoexergia en un cultivo infectado de
Curcubita pepo L.

El uso de redes neuronales artificiales multicapa (RNAM) en la construccion de
modelos complejos ha demostrado ser eficaz en la comprension y prediccion de
datos (Diaz-Ramirez, 2021). Este tipo de modelo destaca por la incorporacion de
capas ocultas que potencian la capacidad del perceptron para identificar patrones

con mayor precision.



El cultivo de calabaza en el estado de Puebla es de relevancia econémica y social
(Aguilar et al., 2022); debido a ello, la prediccién de su aprovechamiento energético
en el campo agricola a través de modelos complejos como las redes neuronales es

de importancia.

El desarrollo del modelo ambiental requirié del analisis, clasificacion y ordenamiento
de los datos recopilados de la actividad plaguicida de los extractos etanodlicos de
chiltepin y el plaguicida comercial sobre un cultivo de calabaza infectada. El
modelado complejo por red neuronal permitio incluir informacién acerca de factores
bidticos y abiodticos que influyen en el crecimiento y rendimiento del cultivo. La
informacion consté inicialmente de 13 parametros, sin embargo, para mejorar su
andlisis se crearon dos indicadores; esto redujo la dimensién de las variables
iniciales y a su vez posibilito el disefiaron de modelos de regresion multiple para el

calculo de estos.

El primer indicador se conformo con las variables temperatura, nubosidad, humedad
y viento, registrados en la zona de cultivo. A este indicador se le nombro
“Condiciones climéticas para el cultivo de calabaza”, su importancia en la red
neuronal radica en el analisis de los factores climéaticos clave que influyen en el
crecimiento de las plantas de calabaza.

El segundo indicador comprendié a las variables: materia organica, nitratos, fosforo,
potasio, calcio, magnesio y sodio; los cuales fueron analizados de muestras de
suelo del area de cultivo siguiendo la NOM-021-SEMARNAT-2000. EI nombre
atribuido a este indicador fue “Calidad del suelo para el cultivo de calabaza”, en él
se contemplaron los niveles de nutrientes y propiedades del suelo esenciales para
el crecimiento y desarrollo de las plantas. La construccién de estos indicadores
requiri6 de una investigacion sobre las condiciones ideales para el cultivo de
calabaza (Andrés Ruiz, 2012; Ebel et al., 2017). Los modelos de regresion multiple
fueron entrenados con los datos de las condiciones 6ptimas y no idoneas para el
cultivo de calabaza, se puntuaron del 0 a 1, entre mas cercano a 1 mejor eran las

condiciones de cultivo.



La ecoexergia es un parametro holistico que facilité medir el grado de desarrollo del
modelo Cucurbita pepo; el aumento de ecoexergia implico un incremento en el
aprovechamiento energético de las plantas de calabaza, resultado de la interaccion
de los componentes ambientales y los tratamientos aplicados. Por lo tanto, el
modelo de red neuronal tuvo como datos de entrada a dos indicadores: condiciones
climaticas para el cultivo de calabaza (COC) y calidad del suelo para el cultivo de
calabaza (CAS), asi tambien como de cinco parametros: tipo de tratamiento, nUmero
de aspersiones, ecotoxicologia, peso seco y biomasa de carbono contenida en las
flores, tallos y frutos de las plantas en los tratamientos (Figura 37).

Los pardmetros como el tipo de tratamiento y numero de aspersiones se
categorizaron con respecto a su impacto ambiental y persistencia en el ambiente
(Arias et al., 2015, Palma et al., 2009), con respecto a su ecotoxicologia se ingresé
los valores de la tasa finita de crecimiento poblacional obtenido por la simulacion

con la ecuacién de Gompertz.
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Figura 37. Arquitectura de la red neuronal para la prediccion de ecoexergia en Cucurbita pepo
expuesta a los tratamientos EECS, EESS, Foley Rey®, Foley Rey®-EECS y Foley Rey®-EESS.

Los datos de entrada en la red neuronal artificial recibieron un peso sinaptico, el
cual cambio durante el proceso de entrenamiento hasta llegar al modelo con mejor
ajuste. Este peso es relevante debido a que en él se almacena la informacion del

modelo (Acevedo y Serna, 2017).



El mejor ajuste de pesos entre las neuronas de cada capa que conformaron a la red
se obtuvo en la iteracion 713 de 1000 (Tabla 15). El error entre los valores predichos
por el modelo y los reales se minimizd con el método de gradiente estocastico, y su
valor fue 0.00733.

Tabla 15. Pesos sinapticos del modelo con mejor ajuste

Capa Férmula

Entrada Ecoexergia ~ TTO + NMA + ECTX + COC + CAS + DW + BIOT

1 ° Neurona: -10.07 + (4.29* DW) + (4.28* BIOT)

2 °Neurona: 0.644 + (- 0.82 * TTO) + (-0.84 * ECTX) + (-0.71 * COC)
3 °Neurona: -0.910 + (-1.15 * ECTX) + (-0.92 * NMA) + (-0.75 * COC)

Capa
oculta 1 | 4 ° Neurona: -0.468 + (-2.08 * TTO) + (-1.56 * ECTX) + (-0.98 * NMA)

5 ° Neurona: -1.62 + (-10.78 * DW) + (-8.60 * BIOT)

6 ° Neurona: -1.62 + (1.55 * DW) + (2.66 * BIOT)

7 ° Neurona: 1.00 + (- 0.91 * ECTX) + (-2.19 * DW)

1° Neurona: 1.34 + (31.09 * 5SNRLT1CO)

2 °Neurona: 0.001 + (-1.37 * 2NRLT1CO) + (-6.58 * 5NRLT1CO) + (-1.41 * 7NRLT1CO)
Capa

oculta 2 | 3°Neurona: -1.026 + (-42.41* 5NRLT1CO)

4 ° Neurona: -0.82 + (4.17 * INRLT1CO) + (3.76 * 4ANRLT1CO)

5° Neurona: 1.28 + (-3.2 * INRLT1CO) + (-1.21 * 3NRLT1CO) + (-3.18 * 6NRLT1CO)

1°Neurona: 0.52 + (12.61* 5NRLT2CO)

Capa
oculta3 | 2°Neurona: 1.11 + (-5.11* INRLT2CO) + (-4.31* 3NRLT2CO) + (-9.66* 5SNRLT2CO)

39 Neurona: -0.32 + (10.46 * 2NRLT2CO)
Salida | -2.43 + (-6.98 * 3NRLT3CO)

NRLT: Neurona de capa oculta

CO: Capa oculta




Una red neuronal artificial multicapa consta de mas de dos capas ocultas que
procesan informacién desde la entrada hasta la salida (Johnson y Padilla, 2005). En
la primera capa, las neuronas recibieron datos de los parametros e indicadores
establecidos como TTO, NMA, ECTX, COC, CAS, DW y BIOT, estos fueron
ponderados por sus coeficientes de entrada y transferidos a la primera capa oculta
(1CO) usando el algoritmo de retropropagacion. En la 1CO se tuvo un namero igual
de neuronas que datos de entrada, siguiendo la recomendacion de la literatura
(Johnsony Padilla, 2005). Las capas ocultas consecutivas 2CO y 3CO disminuyeron
el nimero de neuronas. Las neuronas de las capas ocultas (NRLT) se indican por
Su posicion; si vienen de 1CO, van de INRLT a 7NRLT; si pertenecen a 2CO, su
posicion va de INRLT a 5 NRLT, y para 3CO, se redujo a solo 3 neuronas (Figura
37).

La comprensién de la red neuronal consistio en identificar los pesos relevantes en
cada capa (Tabla 15). En la primera capa destaca la primera (LNRLT1CPO) y quinta
neurona (SNRLT1CPO), cuyas conexiones de mayor peso fueron para las entradas
DW y BIOT (Figura 37); en esta primera capa se evaluo el crecimiento y desarrollo
de las plantas con lo cual se comprendio el estado de salud de la planta de calabaza.
La segunda capa recibié los nuevos pesos ajustados de la primera capa (Diaz-
Ramirez, 2021), siendo para ello la segunda (2NRLT2CPO), cuarta (4NRLT2CPO)
y quinta neurona (5NRLT2CPO) las receptoras de mas datos, dado el seguimiento
de los datos de entrada, esta segunda capa concentro la informacién de DW, BIOT,
ECTX, NMA y COC. Por lo tanto, en la segunda capa, la informacién se analiz6
desde una perspectiva social, esto implicaria la toma de conciencia de los
agricultores en cuanto al uso plaguicidas quimicos u organicos. Esta seleccién
estaria basada en la informacién de las condiciones ambientales del sitio de cultivo,
lo que permitira la toma de decision de manera informada y consciente de las
practicas agricolas empleadas en la siembra de calabaza. Las predicciones
generadas por esta capa permitiran generar cambios positivos en las practicas de
los agricultores con lo cual se podra contribuir hacia un futuro mas sostenible y

equilibrado con el entorno natural.



La tercera capa solo contempld tres neuronas; los pesos singpticos mas altos
provenientes de la segunda capa oculta se encontraron en la primera (INRLT3CPO)
y tercera neurona (3NRLT3CPO). En este parte de la red neuronal se observé la
concentracion de todos los valores de entrada en dos salidas positivas y una
negativa en el centro (2NRLT3CPO). La reduccion en el nimero de neuronas
permitié tener como salida del modelo a la ecoexergia.

La ecoexergia permitidé la creacion de un modelo predictivo para el estudio del
aprovechamiento energético de cultivos como la calabaza, asi también evaluar el
impacto de actividades humanas en la sostenibilidad de la naturaleza vy

conservacion de la biodiversidad.

9.7.1 Evaluacion del desempefio del modelo ambiental

Las predicciones realizadas por el modelo fueron evaluadas, al compararse con los
datos ingresados de ecoexergia. La capacidad de prediccion de la red neuronal se
valoro a través de una matriz de confusiéon (Lopez-Betancur et al., 2021), con la cual
se determind las veces en las que la red acert6 al predecir el dato de ecoexergia
(Figura 38).

- o

Predicho

Figura 38. Matriz de confusién de la salida “ecoexergia” de la red neuronal.

El aprendizaje de la red neuronal se asocia a la eficiencia del entrenamiento, para
ello los datos de entrada se establecieron cuidadosamente. La red neuronal del

estudio clasificd correctamente el valor de ecoexergia para cada tratamiento. Este



valor indico el aprovechamiento energético de las plantas de calabaza asociado a
su recuperacion de la salud y aumento de biomasa. En el modelo se establecieron
1000 épocas de entrenamiento, las cuales fueron las veces en las que los datos

fueron introducidos en busca de patrones (Figura 39).
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Figura 39. Precision del modelo vs el numero de épocas de entrenamiento

La importancia en la red de cada uno de los datos ingresados al modelo se conocio
por el peso otorgado entre cada conexion neuronal, los cuales fueron graficados
(Figura 40).
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Figura 40. Graficos de los pesos sinapticos de los parametros ingresados en la red neuronal

El reconocer los pesos sinaptico-relevantes permitira priorizar la informacion a
incorporar en el modelo, mejorando su aprendizaje y exactitud de los datos a
predecir.

10. CONCLUSION

Los extractos etandlicos obtenidos de frutos de chiltepin maduros recolectados en
la Sierra Norte de Puebla mostraron en ensayos de laboratorio, efecto fitotdxico en
plantulas de Arabidopsis thaliana con una mayor efectividad a corto plazo para
EESS y a largo plazo para EECS, lo que se atribuy6é a que el primero presenta

mayor contenido de capsaicina.

El mayor contenido de capsaicina del EESS también pudo relacionarse con su
efectividad antifingica, este extracto es capaz de inhibir el crecimiento del
fitopatdgeno Alternaria spp. a los 7 dias de contacto, siendo este efecto superior al
del EECS. Por otro lado, el EECS presentd efecto benéfico como promotor de
crecimiento en A. thaliana a una concentracion 10 veces menor que la utilizada en
la prueba de fitotoxicidad, ademas destacO que este tratamiento promueve mayor
aprovechamiento energético que el tratamiento EESS.

El tratamiento realizado con EECS en pruebas de campo mostré mejor efecto en el
control de plagas de cultivos infectados de Cucurbita pepo, eliminando la presencia
del fitopatdégeno en la planta y promoviendo el desarrollo de su biomasa, estos
resultados fueron mejores comparandolos contra un plaguicida comercial de empleo

frecuente por agricultores de Venustiano Carranza, Puebla.

Los ensayos de ecotoxicidad aguda evaluados mediante la identificacion de los
valores de CEso a las 48 h, demostraron que el plaguicida comercial analizado
presenté mayor toxicidad que los EESS y EECS en el modelo de estudio D. magna,
las concentraciones requeridas para causar la muerte del 50% de neonatos

expuestos al herbicida comercial estan en el orden de ng/L, mientras que para los



EESS y EECS la concentracion de capsaicina para lograr el mismo efecto fue del

orden de mg/L.

El impacto ecotoxicolégico crénico de los EECS, EESS y el herbicida comercial
demostré alteraciones en los parametros de historia de vida y dinadmica poblacional
del modelo de agua dulce. EI modelo matematico desarrollado para predecir
posibles efectos a largo plazo sobre la dindmica poblacional de D. magna mostré
que los individuos expuestos a los extractos naturales y el producto comercial
pueden presentar una recuperacion favorable. La modelacion mostré que el EESS
podria tener un impacto menos perjudicial en el desarrollo poblacional del crustaceo

expuesto, incluso a concentracion mayor a la del plaguicida comercial.

La aplicacion de una red neuronal artificial multicapa como modelo ambiental
complejo, demostré ser eficaz en la prediccion del aprovechamiento energético de
un cultivo de calabaza infectada tratada con EECS, EESS vy el herbicida comercial,
pues permite considerar multiples factores mejorando su precision, mostrando que
este modelo de prediccién es una herramienta prometedora en la evaluacion del
impacto ambiental de nuevos tratamientos agricolas que puedan contribuir a la

conservacion de la biodiversidad y la sostenibilidad de la agricultura.
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