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RESUMEN

El aumento global en el uso del agua, impulsado por el crecimiento poblacional y cambios
en los patrones de consumo, presenta desafios significativos para la agricultura. Se necesitan
cambios para optimizar su uso, incluyendo estrategias como el riego deficitario controlado, para
maximizar la productividad de los cultivos sin afectar sus rendimientos. Sin embargo, su
aplicacion requiere determinar el estado hidrico de las plantas la cual puede involucrar técnicas
laboriosas, costosas, a menudo destructivas, de caracter manual o con la limitacion del tiempo
para medir respuestas rapidas. Con un dispositivo electrénico que se desarrollé en este ensayo,
llamado BC_CIQA, y con un medidor de Inductancia, Capacitancia y Resistencia (LCR), se
registraron lecturas de biocapacitancia eléctrica (BioCap) en hojas de pimiento morron (Capsicum
annuum L.) para estudiar la relacion matematica entre la BioCap con el potencial hidrico de la
planta (¥;) y con la tasa de asimilacion de CO: (A). El ¥; se midié con una camara de presion
“Scholander” y se realizaron curvas de evolucion de A en funcién de la intensidad de luz visible
(curvas A-PAR) y otras en funcion de la concentracion de CO intercelular (curvas A-C;) con un
equipo LI-6400XT. Se utilizé un disefio de bloques al azar para diferenciar cuatro tratamientos de
riego segun el nivel de déficit hidrico en la lamina de agua disponible (LAD), considerando un
20% para el Control, un 40% para déficit leve, un 60% para déficit moderado y un 80% para déficit
severo. El BC_CIQA realizé medidas de BioCap precisas al compararlo con el medidor LCR
(r>=1). La pérdida de peso en una hoja aislada se correlacioné con el descenso del ¥, y con la
BioCap (r>=0.99 y r=0.98, respectivamente). El agotamiento del agua en el sustrato hasta el 80%
de la LAD redujo el ¥; de -0.32 a -1.4 MPa (r* = 0.99). La BioCap de la hoja en planta mostré un
comportamiento similar al observado en hoja aislada, pero con valores superiores cuando el
agotamiento del agua fue mayor al 60% de la LAD. No se hallaron correlaciones bivariadas entre
la BioCap y el ¥, o la A, pero el empleo de un modelo predictivo de clasificacion por arbol de
decision (DT) demostré que dicho modelo pudo identificar con precision el nivel de déficit hidrico
al cual pertenece la muestra, con una precision del 88% y 96% a partir de las variables de las
curvas A-C; y A-PAR, respectivamente. Asimismo, usando el coeficiente de Gini (sin normalizar),
se evalué cual de las variables influyd mas en el modelo para clasificar correctamente las plantas
en sus correspondientes niveles de déficit en la LAD, encontrando que fueron la temperatura del
aire, la de la hoja y la BioCap (73.02, 67.87 y 47.22, respectivamente) en una curva A-C;, y la
temperatura del aire y la BioCap (54.18 y 48.09, respectivamente) en una curva A-PAR. Estos
hallazgos destacan la utilidad de la BioCap como indicador del nivel de déficit hidrico, superando

a variables como la conductancia estomatica o la misma A en ciertos contextos.

Palabras clave: Sensores, programacién del riego, estado hidrico de la planta, uso eficiente del agua.



UTILIDAD DE LA BIOCAPACITANCIA ELECTRICA COMO INDICADOR
DE LA TASA FOTOSINTETICA Y DEL POTENCIAL HiDRICO A NIVEL
FOLIAR EN PLANTAS DE PIMIENTO MORRON (Capsicum annuum L.

var. “California Wonder”)

. INTRODUCCION

A nivel mundial, el uso del agua ha aumentado gradualmente debido a la combinacion del
crecimiento demogréfico, el desarrollo socioeconémico y los cambios en los patrones de
consumo. De acuerdo con la Organizacién de las Naciones Unidas para la Educacion, la Ciencia
y la Cultura (UNESCO), entre 2010 y 2018, las extracciones de agua para uso industrial
disminuyeron un 12.0% y las extracciones para consumo humano aumentaron un 3.0%, mientras
que las extracciones para uso agricola crecieron un 5.0%, indicando que las tendencias futuras
sobre la demanda de agua son dificiles de predecir con exactitud, pero se estima que continte
aumentando a un ritmo del 1% anual, provocando un incremento de entre el 20.0% y el 30.0%
para el afno 2050 (UNESCO, 2023).

Desde el punto de vista agricola, es muy importante tener esto en cuenta ya que la demanda de
agua para la agricultura esta impulsada principalmente por el riego y, aunque variara en funcion
de factores como el tipo de suelo, el clima y el tipo de cultivo, se vera cada vez mas afectado por
los limites de disponibilidad del agua (UNESCO, 2023). Considerando esa creciente demanda y
su cada vez menor disponibilidad, es esencial entender que se requieren hacer cambios en el
sector agricola para lograr un uso mas eficiente del agua (Farifas et al., 2022), asi como

comprender su importancia a nivel de cultivo.

Para las plantas el agua es un compuesto vital, no solo porque constituye la mayor parte de su
masa, sino también porque es esencial para la produccion de materia organica. En este proceso,
el agua es absorbida por las raices, transportada a través de los tejidos de la planta y liberada
hacia la atmdsfera en forma de vapor a través de los diminutos poros (estomas) que se reparten
en la epidermis de la hoja y permiten el proceso de transpiracion. Estos estomas funcionan como
valvulas reguladoras para evitar la deshidratacion de la planta y estan afectadas por varios
factores como la calidad e intensidad de la luz, la concentracion de diéxido de carbono (COy), el
déficit de presion de vapor, las regulaciones bioquimicas en la planta y el gradiente de potencial
hidrico que se desarrolla a diario en el sistema suelo-planta-atmdsfera (SPA) (Taiz & Zeiger,
2010).



En el campo de la ecofisiologia vegetal sigue habiendo un gran interés por estudiar la respuesta
de la planta ante condiciones de estrés con el objetivo de entender mejor su efecto en los
procesos bioldgicos y asi proponer estrategias de ahorro de agua sin perjudicar el potencial
productivo de la misma (Contreras Medina et al., 2022). A pesar de que las técnicas de riego han
evolucionado, también hay una constante transformacion de explotaciones de secano a regadio
que buscan obtener mayores rendimientos (Farinas et al., 2022), generando la necesidad de
mejorar la productividad del agua, lo que es crucial para garantizar un uso mas eficiente y

sostenible de este recurso vital.

A modo de ejemplo, una de las estrategias es la aplicacién del riego deficitario controlado el cual
se centra en reducir el aporte de agua sin afectar el rendimiento; su correcta aplicacién requiere
de saber identificar el inicio y fin de cada etapa fenoldgica asi como su correspondiente respuesta
a los niveles de estrés hidrico (Agusti et al., 2020), dada la presencia de una estrecha relacién

(Figura 1) entre el rendimiento relativo y la evapotranspiracion del cultivo (Doorenbos et al., 1979).

Es fundamental seguir avanzando en estas practicas para maximizar la productividad del agua y
asegurar su disponibilidad a largo plazo. Es por esto que es muy importante comprender el papel
que tienen el estado hidrico de la planta y la asimilacion de CO; (A), asi como la relacion entre el

agua y el crecimiento de los frutos (Hernandez-Santana et al., 2021) o, en su caso, el rendimiento.
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Figura 1. Relacion entre la evapotranspiracion del cultivo y el rendimiento absoluto en el cultivo de trigo.
Fuente: Factores que afectan la produccion agricola bajo riego: cdmo medirlos y estudiar su efecto
(Espinosa-Espinosa et al., 2018).




1.1 El estado hidrico de la planta

El estado hidrico de la planta esta directamente relacionado con el potencial hidrico del
agua (¥,,). En lo que respecta al ¥, éste se define como el potencial quimico del agua dividido
entre su volumen parcial molal (18x10%-m3-mol"), pero por razones historicas los fisidlogos
vegetales lo han venido definiendo como la cantidad de energia libre por unidad de volumen (J-m’
%) y lo expresan en unidades de presion o mega Pascales (MPa), haciendo referencia a la
capacidad que tiene el agua de realizar un trabajo (Taiz & Zeiger, 2010). Este ¥,, depende de la
concentracién de solutos en el agua (¥,), de la presion de turgencia de las células en la planta
(¥,), de la fuerza que ejerce la gravedad sobre el agua en un punto dado (¥,) y de las fuerzas
de adhesion-cohesion del agua que se da en la matriz del suelo (¥,,,), es decir, es el resultado de
diferentes tipos de potenciales (¥, = ¥, + ¥, + ¥, + ¥,,,). Esta expresado en valores negativos
por representar el déficit de energia que tiene el agua atrapada en los tejidos de la planta en
comparacion con la energia que tiene el agua libre bajo condiciones de presion atmosférica. El
desarrollo de un gradiente entre los tejidos de la planta hace mover el agua en direccion
ascendente, desde el punto con mayor ¥,,,, en particular, desde las raices hasta las hojas (Taiz &
Zeiger, 2010).

.1.1 Determinacién del estado hidrico de la planta

Desde el siglo XVIIl ya se empleaban camaras de presion de vidrio para investigar la
hidraulica vegetal, pero hoy en dia, el estado hidrico de las plantas se puede determinar midiendo
su potencial hidrico (Turner, 1981) empleando una camara de presién (camara Scholander) que
consta de un cilindro de acero equipado con valvulas de seguridad y un manémetro que brinda
lecturas de precision (Rodriguez-Dominguez et al., 2022). Sin embargo, el uso de la camara de
presion se realiza de forma manual, implica separar las hojas de las plantas para medir su
potencial hidrico, requiere de personal experimentado para seleccionar la hoja adecuada y
realizar la lectura en tiempo menor de 30.0 segundos y presenta serias dificultades para ser
automatizado. Estas dificultades promovieron siempre la busqueda de métodos alternativos no
destructivos como es el caso de los psicrometros que miden la presion de vapor, los termémetros
para medir la temperatura de la hoja, los dendrometros para medir las variaciones del diametro

del tallo o del fruto y los medidores de flujo de savia.

También existe un conjunto de técnicas por deteccién remota (Quemada et al., 2021), empleando
sensores pasivos y activos. Los pasivos, como los radiometros y las camaras digitales, capturan
la radiacion solar reflejada desde la superficie visible del cultivo. Mientras que los activos, emiten

y miden su propia radiacion reflejada. Dentro de los sensores activos se encuentran los radares,



los laseres, los dispersémetros y diversas técnicas espectroscopicas, como la espectroscopia de
dominio de tiempo de terahercios (THz-TDS), la espectroscopia de cuasi dominio de tiempo de
terahercios (THz-QTDS), la espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) y la
ultrasénica de banda. Estas técnicas ya estan bien establecidas en diferentes paises desde hace
décadas (Quemada et al., 2021), ofrecen monitoreo en tiempo real de la salud de los cultivos sin
dafarlos y se estan volviendo cada vez mas accesibles y avanzadas (Avgoustaki et al., 2022).
No obstante, las técnicas de deteccién remota no miden el potencial hidrico de forma directa, sino
variables que correlacionan con esta, por lo cual estas técnicas requieren de cuidadosa
calibracion, adicionalmente la frecuencia de lectura y la escala del area de trabajo requieren de
la utilizacion de modelos matematicos para poder inferir el potencial hidrico en grandes

superficies del terreno.

1.2 La tasa de asimilaciéon de CO:2

Ademas de monitorear el W, en los cultivos, el estudio de la asimilacién de CO (Ecuacion
1) también es crucial. Este proceso permite a los organismos autétrofos utilizar la luz solar, como
fuente de energia para producir materia organica al sintetizar carbohidratos a partir de didxido de
carbono (CO.) y agua, liberando oxigeno (O2) en dicho proceso. Dado que este proceso genera
los metabolitos primarios esenciales para el desarrollo y crecimiento de la planta, el rendimiento
esta fuertemente afectado por este proceso, y, por ende, la rentabilidad econdmica de toda
explotacion agricola. Por lo tanto, evaluarla con precision resulta esencial para comprender el

rendimiento de los cultivos y su eficiencia en el uso del agua (Stinziano, 2017).
6C0, + 6 H,0 = CyHy,04 + 60, 1)

Diéxido de carbono + Agua = Carbohidrato + Oxigeno

.2.1 Medicién de la tasa de asimilacion de CO:2

El monitoreo y seguimiento de la A en planta puede llevarse a cabo por medicién del
intercambio de gases a partir de un grupo de hojas o plantas (Figura 2) encerradas dentro de una
camara hecha de Propafilm-C (ICl Americas Inc., Wilmington, DE, EE.UU.) equipada con un
analizador de gases por infrarrojo (IRGA) (Murphy et al., 2014). El IRGA funciona a partir de que
los gases como el vapor de agua (H20) y el CO2 absorben radiacion de ciertas longitudes de onda
del infrarrojo y cada uno presenta un espectro de absorcion particular que, en consecuencia,
permite deducir la concentracion de moléculas a partir de la absorcion producida en bandas

especificas del infrarrojo (Figueroa Clemente, 2007).

Este tipo de técnicas también es utilizado para la medicion de intercambio de gases a flujo abierto

a nivel de hoja, la cual requiere que la muestra se coloque en una camara cerrada con sistema



de recirculacién, en la que la composicion del gas es modificada por la planta. El equipo LI-
6400XT (Li-Cor Inc. USA) cuenta con dicho sistema abierto, lo que significa que las mediciones
de fotosintesis y transpiracion se basan en las diferencias de CO. y vapor de agua de una
corriente de aire que fluye haciendo contacto con las hojas. Estas concentraciones se calculan a
partir de las diferencias entre las condiciones dentro de la camara y las condiciones previas a la

camara (LI-COR Inc., 2024), por lo que el equipo cuenta con dos analizadores IRGAs.

Figura 2 . Camara de Propafilm-C utilizada para medir fotosintesis en un conjunto de plantas. Fuente:
“Design and Testing of a Novel Gas Exchange Chamber” (Murphy et al., 2014).

.2.2 Caracterizacion de la tasa de asimilaciéon de CO:2

El espectro de luz que aporta energia al proceso de fotosintesis corresponde a las
longitudes de onda comprendidas entre 400 a 700 nm dentro del espectro de radiacion solar y se
conoce como radiacion fotosintéticamente activa (PAR) (Rivera-Méndez & Romero, 2017) y su
intensidad es variable en funcién de las condiciones climaticas en el medio (Santamaria-del-angel
et al.,, 2005). La caracterizacion de la tasa fotosintética A puede obtenerse a través de la
elaboracion de curvas de asimilacién en respuesta a estas longitudes de onda a diferentes
intensidades (A-PAR) asi como en curvas de asimilacion en respuesta a diferentes niveles de

CO; en el espacio intercelular (A-C)).

Las curvas A-PAR (Figura 3 A) proporcionan informacion cuantitativa sobre el rendimiento
fotosintético, la intensidad de luz que pueda saturar el aparato fotosintético y aquella que podria
inducir condiciones de foto-inhibicién (Stinziano, 2017). En cambio, las curvas A-C; (Figura 3 B)
ofrecen informacién sobre las limitaciones bioquimicas que condicionan la asimilacion de
carbono. El modelo de Farquhar et al. (1980) propuso tres principales limitaciones, las cuales son
inducidas por 1) la cantidad, actividad y cinética de la enzima Rubisco, 2) la tasa de regeneracion
de ribulosa-1,5-bifosfato respaldada por el transporte de electrones y 3) por la disponibilidad de



la triosa fosfato, revelando que cada uno de estos procesos se puede describir matematicamente

y se expresa en diferentes valores de carbono intercelular (C;).

Cabe mencionar que la conductancia estomatica en la hoja puede cambiar tanto la presion parcial
de CO: en los sitios de carboxilacion como la tasa de transpiracion (Farquhar & Sharkey, 1982)
lo que podrian afectar el contenido de agua dentro de los tejidos e influir en el potencial hidrico
de la planta ¥, (Landsberg & Waring, 2016).
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Figura 3. Representacién de A) Modelo tipico de una curva A-PAR con una curva de saturacion de luz
ideal en respuesta de la tasa fotosintética a diferente intensidad de PAR en hojas de palma de aceite (Elaeis
guineensis). Fuente: Tomado de “Fitting of photosynthetic response curves to photosynthetically active
radiation in oil palm” (Rivera-Méndez & Romero, 2017). B) Modelo tipico de una curva A-Ci donde los datos
representan la media y el error estandar para tres respuestas medidas en una misma hoja de una plantula
de alamo negro (Populus deltoides). Fuente: Tomado de “The rapid A—Ci response: photosynthesis in the
phenomic era” (Stinziano, 2017).

A pesar de que Farquhar & Sharkey (1982) no consideran al ¥,,de la planta dentro de su
propuesta, si mencionan que los cambios en la tasa de transpiracion pueden provocar cambios
en el ¥, lo cual ya esta respaldado por otros autores quienes demuestran que hay una relacion
directa entre la A y el contenido relativo de agua en las hojas (Zhou etal., 2021). Este
conocimiento es fundamental para desarrollar estrategias de manejo del agua en la agricultura y

para entender cdmo las plantas responden a las variaciones de las condiciones ambientales.



También es importante destacar que los procesos fisiolégicos como el intercambio gaseoso y el
transporte de agua son posibles gracias a las grandes presiones cumuladas internamente dentro
de las células vegetales. Estas presiones son el resultado de un balance hidrico normal y se dan
gracias a la presencia de las paredes celulares. Ademas, la membrana celular también influye en
la retencion de agua y regulacién de otras sustancias al estar formada por una doble capa de
lipidos (Taiz & Zeiger, 2010). Esto le confiere a la célula vegetal tener algunas propiedades

eléctricas (Jocsak et al., 2019) que resultan de las actividades metabdlicas (Benner, 1974).

1.3 La sefnalizacidn eléctrica en las plantas

La disponibilidad de agua y la concentracion de CO; pueden inducir cambios en la planta
(afectar la composicion quimica de la savia y el transporte de iones) que podrian modificar sus
caracteristicas bio-eléctricas (Barboni et al.,, 2021). Las plantas no cuentan con un sistema
nervioso central, pero responden a todos los estimulos mediante sefales, ya sean quimicas
(reguladores de crecimiento, enzimas y azucares) con reducida velocidad de difusion, o eléctricas
las cuales son capaces de difundirse rapidamente y alcanzar largas distancias (Comparini et al.,
2020). Las senales eléctricas, por ser rapidas y no destructivas, son potenciales candidatas para
los sistemas de monitoreo en tiempo real que buscan optimizar los procesos de produccion

mediante el desarrollo de sistemas inteligentes de apoyo a la toma de decision.

Afortunadamente, el continuo desarrollo de la ciencia, los avances en la tecnologia computacional
y la bionanotecnologia siguen revelando nuevos potenciales de investigacion, desarrollo e
innovaciéon para optimizar procesos existentes o definir nuevos procesos disruptivos en las
diferentes areas de las cadenas de valor. En el &mbito de ciencias agronémicas y en términos de
intercambio de informacion entre los diferentes 6rganos de la planta, la mayoria de los reportes

cientificos siguen considerando a las sefiales bioquimicas como principal via de comunicacion.

.3.1 La capacitancia: propiedad de las senales eléctricas

En este contexto, la capacitancia eléctrica (C), que es parte de las propiedades de las
sefales eléctricas, emerge como un método de evaluacién rapido y no destructivo. Esta se refiere
a la capacidad que tienen ciertos elementos para almacenar energia en forma de carga eléctrica.
Dichos elementos deben formar un sistema, llamado capacitor o condensador, el cual se
compone de dos placas o electrodos separados por un medio dieléctrico (Figura 4) y se puede

cuantificar mediante la Ecuacién 2, expresandola en Faradios (F):

&rA
c=% 2




donde C representa la capacitancia, ¢, es la constante dieléctrica del material entre las placas, A

es el area de la superficie de las placas y d es la distancia entre ellas (Blomme et al., 2004).

Sin embargo, los conductores que forman el capacitor cuentan con un coeficiente de capacidad,
el cual esta dado por la Ecuacion 3 e indica cuanto incrementa su carga eléctrica por cada unidad
que se incrementa el voltaje. Esto se cumple siempre y cuando el origen del voltaje sea externo
al conductor; de lo contrario, careceria de significado si su origen fuera en el mismo conductor
(Redondo Quintela & Redondo Melchor, 2019). Se debe tener presente que la C depende sdlo
de los coeficientes del potencial, que dependen de la permitividad € del medio y de variables
geomeétricas, y no de las cargas ni de los potenciales de los conductores. Por lo tanto, la
capacidad eléctrica en F de un condensador es una caracteristica del condensador independiente

de las cargas de sus conductores y la diferencia de potencial entre ellos.
q=CV ()

donde el coeficiente de capacidad q es producto del valor de la capacitancia C por la diferencia

de potencial o voltaje V.

Por otro lado, si se cuenta con una resistencia (R) y un condensador (C) es posible crear una
relacion a través de un circuito RC, en la que la velocidad a la que una corriente carga un
condensador se caracteriza por su constante de tiempo, la cual se define como “el tiempo
requerido por una sefial para decaer hasta el 37% de su valor inicial” (Ecuacién 4). Si hay un
aumento, ya sea en la resistencia o en el capacitor, se hara mas lenta la constante de tiempo
(Haines & Mihailoff, 2019).

T=RC (4)

donde T es la constante de tiempo, R representa una resistencia y C representa un capacitor.

%Electrodo (+)
Material . Placas

dieléctrico % “ | conductoras
Electrodo (-)

Figura 4. Ejemplo clasico de un capacitor. Fuente: Elaboracion propia.

Kanoun et al. (2022) enlistan y describen varios procedimientos para medir la capacitancia en
rangos de 1.00 pF hasta 1.00 nF, mencionando sus principales propiedades y aspectos como la
precision y el rango de medicidon de cada uno de ellos. Sin embargo, la medicion de la C puede

realizarse por medio de instrumentos de uso comun para determinar la resistencia equivalente



en serie (ESR, por sus siglas en inglés Equivalente Series Resistance) y los medidores de uso

cientifico para determinar la inductancia, la capacitancia y la resistencia (medidor LCR).

Cuando se trata de aplicar este concepto a los organismos vivos donde éstos forman parte de un
medio dieléctrico y pueden ofrecer lecturas de C (Figura 5), se antepone el sufijo “bio” para ser

llamada biocapacitancia eléctrica (BioCap).
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Figura 5. Funcionamiento de un elemento vivo utilizado como material dieléctrico para formar un
biocapacitor. El agua y las concentraciones iénicas pueden modificar las propiedades dieléctricas del tejido.
Fuente: elaboracion propia.

No obstante, la sefalizacién eléctrica en las plantas que fue revelada por primera vez en plantas
insectivoras a finales del siglo XIX por Burdon-Sanderson (1873) y Darwin (1875), sigue
presentando evidencia de su existencia en células vegetales tal como fue descubierta y estudiada
en una amplia variedad de especies vegetales, independientemente de la presencia de
movimientos rapidos de las hojas. Surgieron estudios que abarcaban la medicion de la resistencia
eléctrica en tejidos vivos y se encontraban relacionados con el fitomejoramiento, la resistencia a
las heladas y estudios relacionados con las membranas con los cuales se supo que a) a baja
frecuencia la resistencia del tejido vivo es alta mientras que la del tejido muerto es baja, b) en que
la resistencia de la pared celular es constante independientemente de la frecuencia y c) que la

alta resistencia de una célula viva observada por corriente continua o corriente de baja frecuencia



es causada por una o ambas de las dos membranas celulares; esto dio lugar a la creacién de
diversos modelos que presentaban las resistencias y capacitancias en el tejido vegetal (Hayden
et al., 1969), que posteriormente se sometieron a un ensayo sobre medicién de impedancia por
“Minimos cuadrados no lineales complejos” (CNLS) para el analisis de impedancia en ciencia de

materiales y ciencia biomédica (Zhang & Willison, 1991), comprobando asi la exactitud de éstos.

A partir de entonces, la investigacién sobre las sefales eléctricas adquiere relevancia. Los
enfoques para estudiar la sefalizacion eléctrica se basan en registrar internamente el valor del
potencial de la membrana o hacerlo externamente a través de la diferencia de polarizaciéon en un
grupo grande de células (Tran et al., 2019); las primeras son efectivas por cortos periodos de
tiempo, mientras que las extracelulares se mantienen por periodos mas largos y su medicién es
mas precisa, puesto que pueden percibirse cuando la planta es estimulada eléctricamente
(Fromm & Lautner, 2007) o bien al generarle una senal eléctrica estimulada térmicamente
(Lautner et al., 2005). Fromm y Lautner (2007) clasifican a las sefiales eléctricas como “potencial
de accion” (AP) y “potencial de variacion” (VP); las de tipo AP son sefales generadas por
estimulos no dafiinos y son de rapida propagacion, mientras que las de VP son desencadenadas
por factores dafinos y son de lenta propagacion, pero ambas son capaces de informar a células
distantes todos los estimulos localizados, ya que pueden viajar a largas distancias por los

plasmodesmos o a cortas distancias por los conductos del floema (Gurovich, 2012).

A pesar de que las sefiales eléctricas son un tema menos estudiado respecto a las sefales
quimicas hasta el momento, ya se busca una nueva perspectiva para entender como las plantas
responden a las condiciones de estrés, teniendo en cuenta que, a diferencia de las sefiales
quimicas, las senales eléctricas ofrecen una vision mas inmediata de dichas respuestas. Se han
empleado diferentes maneras de medirlas y estudiar su relaciéon y propiedades con variables de
interés como el ¥,, de la planta (Comparini et al., 2020; Lautner et al., 2005; Tran et al., 2019;
Yuge et al., 2010), la tasa A (Comparini et al., 2020; Lautner et al., 2005; McBride et al., 2008) y
la cantidad de biomasa (Postic & Doussan, 2016). Sin embargo, la serie de métodos usados
comprendian el uso de electrodos insertados en el tallo (Comparini et al., 2020; McBride et al.,
2008; Postic & Doussan, 2016; Tran et al., 2019; Yuge et al., 2010) o la utilizacién de técnicas
mas complejas como es el uso del estilete de un &fido (Lautner et al., 2005), junto con otra serie

de complicaciones sefialadas por los autores.

Por ejemplo, Postic y Doussan (2016) reconocieron que la aplicacion de su método en campo
abierto podria presentar desafios debido a factores de interferencia, los cuales necesitan ser

cuantificados. Por otro lado, Yugue et al. (2010) indicaron que su método, debido a la necesidad
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de insertar electrodos en el tejido de la planta, podria complicar mediciones futuras a causa de la
cicatrizacion. Tran et al. (2019) enfatizan en que se requiere de mas investigaciones ya sea en
otras variedades o en otras especies cultivadas para mostrar que las sefales eléctricas son
cruciales para sefalar un estado de estrés en las plantas y Comparini et al. (2020) indican que

aun hacen falta tecnologias para la interpretaciéon de las sefales eléctricas.

Sin embargo, la BioCap ha sido utilizada eficazmente para estudiar su relaciéon con las
caracteristicas de las raices en especies como la zanahoria (Daucus carota L.), el maiz (Zea
mays L.), y el girasol (Helianthus annuus L.) (Blomme et al., 2004). Se ha propuesto como método
para estimar la biomasa de las raices al medir su capacidad eléctrica ante un circuito de
resistencia-capacitancia (circuito RC) que crea un mapa de biomasa radicular en el perfil del suelo
(Herrera etal., 2012). También se considera una herramienta valiosa para evaluar las
propiedades eléctricas y al realizar el recuento de las células vivas dentro de una solucién (Bergin
et al., 2022) logrando que los sensores relacionados con la BioCap se estén estableciendo como
soluciones importantes para la medicion de biomasa en linea y fuera de linea en diferentes

campos (Surowiec & Scholz, 2023).

A pesar de que algunos indicadores fisioldgicos como el potencial hidrico de la hoja o del tallo,
las tasas de intercambio gaseoso, las variaciones micromorfométricas del tronco o del fruto, las
variaciones del grosor de la hoja y la tasa de flujo de savia tienen la capacidad de manifestar la
presencia de estrés hidrico y cuantificar su magnitud en etapas tempranas con varias horas e
incluso dias de anticipacion antes de observar los sintomas en la planta, su adopcioén por el
usuario final o su integracion en automatas de manejo de precision siguen enfrentando serias
dificultades asociadas a varios factores, ya sea el caracter manual de la medicién (caso de la
camara de presion tipo “Scholander”), a propiedades intrinsecas del indicador por su dependencia
del ciclo de vida del 6rgano donde se realiza la lectura (fruto, tallo, tronco, hoja), a la necesidad
de generar siempre valores de referencias con variacién dinamica en el tiempo (caso de los
dendrometros) o a la limitacién del tiempo para medir respuestas rapidas con cualquier sistema,
tal es el caso al cambiar y medir las concentraciones de gas en las camaras de muestra y de

referencia en un equipo LI6400XT al medir la asimilacién A de CO- (Stinziano, 2017).

1.4 El Capsicum annuum L. como modelo de estudio

Para este estudio se eligi6 como modelo a la planta de pimiento morrén (Capsicum annuum
L) (Figura 6) por varias razones de interés, dentro de las cuales se destaca que, como cultivo,
tiene una gran importancia en el mundo (Morales-Fernandez et al., 2020), cuenta con solamente

cuatro fases fenoldgicas (emergencia, séptima hoja, floracion y madurez) variando varios dias
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entre ellas (Moreno Pérez et al., 2011) y, aunque el C. annuum es considerado un arbusto
perenne en términos botanicos, en la practica agricola y para fines de investigacion se cultiva
principalmente como una planta anual, facilitando asi su manipulacion experimental, lo que
resulta fundamental para nuestro analisis de la respuesta bioeléctrica y su relacion con variables

clave como el potencial hidrico y la tasa fotosintética a nivel foliar.

Esta planta se caracteriza por ser un pequefo arbusto perenne (Basu & De, 2003; Eshbaug,
2012) de 2.0 m de altura con flores regularmente de color blanco (normalmente una por nudo),
con los dientes del céliz cortos o ausentes sin superar los 0.5 mm, sin tener una constriccién
prominente entre la base del caliz y el pedicelo (dependiendo del cultivar). Su origen esta ubicado
en Mesoamérica y una vez que fue descubierto se extendidé rapidamente al resto del mundo
adquiriendo mucha importancia en diversas culturas de tal modo que se resisten a pensar que

los pimientos cuentan con menos de medio milenio de historia en sus regiones (Eshbaug, 2012).

Dentro del C. annuum las variedades dulces se representan por el tipo California Wonder que
suele ser de madurez intermedia o corta y se adaptan a dias célidos e intermedios no frios
(Casseres, 1980). Se distingue por ser una planta de forma compacta y de tallo grueso, con follaje
verde oscuro abundante compuesto de hojas grandes vy, principalmente, por su fruto

predominantemente de cuatro I6bulos, de aspecto cuadrangular, el cual puede medir hasta 10.0

0 12.0 cm de largo por 8.0 0 10.0 cm de diametro (Casseres, 1980).

Figura 6. Vista superior de una planta de pimiento morrén (C. annuum L.). Fotografia. Fuente: CIQA,
Saltillo, Méx.

En el presente trabajo se registro la BioCap a nivel foliar para estudiar su posible relacion con el

potencial hidrico y la tasa fotosintética a nivel foliar en plantas de pimiento morréon (C. annuum
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L.). Se utilizé un sistema de iluminacién controlada y en un ambiente protegido, apoyado en que
las mediciones basadas en plantas se han sugerido como una mejor manera de optimizar la
programacion del riego, ya que la planta integra no sélo la respuesta fisiolégica al agua disponible

sino también el estado del suelo y la atmdsfera (Farifias et al., 2022).
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Il. JUSTIFICACION

La biocapacitancia eléctrica se presenta como una alternativa de monitoreo en agricultura.
La interpretacion de las propiedades eléctricas a través de su mediciéon con electrodos de
contacto a nivel foliar evita causar heridas profundas en las plantas y puede proporcionar
informacion valiosa para optimizar la produccién agricola y mejorar la eficiencia de los recursos.
Este método sencillo y poco costoso puede ayudar a disefar estrategias para la programacion
del riego. Ademas, de que la BioCap es una variable que puede ser medida en forma continua,

lo cual genera la posibilidad de incorporarla a sistemas autématas de control de riego.

Teniendo en cuenta estas ventajas, el escenario ideal seria eliminar por completo el muestreo
manual y, para que esto sea posible, las tecnologias en cuestion deben ser suficientemente
sélidas y confiables para cambiar dicho enfoque (Bergin et al., 2022). Aprender a interpretar el
“lenguaje” de una planta a través de sus propiedades eléctricas y su interpretacién puede ser una
fuente muy valiosa de informacion para la toma de decisiones y seguimiento en las diferentes
practicas agricolas. Al final, esto conlleva a optimizar los procesos de produccion y mejorar la
productividad de los diferentes insumos involucrados en los mismos (Avgoustaki et al., 2022).
Hayden et al. (1969) mencionaban las ventajas de estos tipos de mediciones en las plantas, ya
que se pueden hacer in situ y sin cortar ni triturar o extirpar el material a evaluar. Por ello se
considera una variable util tanto para los productores como para los investigadores en la

generacion de informacion en tiempo real.
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. HIPOTESIS

Se postula que existe una correlacion significativa entre los valores de biocapacitancia
eléctrica, de potencial hidrico y de tasa fotosintética a nivel foliar en plantas de pimiento morrén

(C. annuum L.) expuestas a distintos niveles de déficit hidrico.
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IV. OBJETIVOS
IV.1  Objetivo general

Correlacionar la sefal de biocapacitancia eléctrica y el estado hidrico de la planta
expresado en términos de potencial hidrico y de la tasa fotosintética a nivel foliar en plantas de

pimiento morrén bajo condiciones controladas.

IV.2 Objetivos especificos
Disefiar, ensamblar y configurar un biocapacitometro de medicion y registro continuo

mediante tarjetas electronicas de codigo abierto.

Estudiar la relacién matematica entre la biocapacitancia eléctrica y el potencial hidrico de la hoja

y del tallo.

Estudiar la relacion matematica entre la biocapacitancia eléctrica y la tasa de fotosintesis a nivel

foliar.
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V. MATERIALES Y METODOS

V.1  Ubicacion del proyecto

El desarrollo de esta investigacion se llevo a cabo en las instalaciones del Departamento
de Biociencias y Agrotecnologia (DBA) del Centro de Investigacion en Quimica Aplicada (CIQA),
ubicado en Boul. Enrique Reyna Hermosillo, no. 140, col. San José de los Cerritos, en la ciudad
de Saltillo (estado de Cohauila de Zaragoza, México) en las coordenadas geograficas 25° 27
38.458” N; 101° 58'08.00’ O, a una elevacion de 1500 m s.n.m.

La region se caracteriza por tener una precipitacion anual de 610.0 mm distribuidos en 77 dias
de lluvia, una humedad relativa promedio del 54.0%, una temperatura media anual de 16.4 °C,
temperatura maxima promedio de 22.7 °C y temperatura minima promedio de 11.1 °C
(ClimateData, 2023), clasificando al lugar como clima tipo BSh que es un clima semiarido calido

(The Globe Program, 2018) segun la Clasificaciéon Climatica de Képpen-Geiger .

El desarrollo del ensayo se realizd primero en un invernadero equipado con un sistema de
ventilacion activa por extractores y pared evaporativa, etiquetado como IBT-002, luego se ocupd
un cuarto de crecimiento aislado con dimensiones 2.0 m de ancho, 4.0 m de fondo y 2.0 m de

alto y equipado con sistema de ventilacion forzada e iluminacion LED.

V.2 Material Vegetal

Para obtener plantas de pimiento morrén (C. annuum L.), se sembraron semillas de la
variedad “California Wonder” (KirstenSeed, Mexico) en charolas de 200 cavidades dentro del IBT-
002 durante ocho semanas hasta la obtencion de plantulas con un minimo de seis hojas adultas.
Posteriormente se trasplantaron en macetas de polietileno de baja densidad (LDPE) rellenas
hasta un volumen (vol.) de 1.5 L (1,500 cm®) de sustrato formando por una mezcla equilibrada de
peat moss y perlita en una relacion 1:1 (vol.:vol.), proporcionando asi las condiciones 6ptimas
para el desarrollo de las plantas en cuestidn. Las plantas se dejaron crecer hasta las 12 semanas

de edad para luego diferenciar los tratamientos de estudio.

V.3 Propiedades hidrodinamicas del sustrato

Para caracterizar las propiedades hidrodinamicas del sustrato (Cuadro 1) se procedio
meticulosamente a llenar las macetas con un volumen de 1,500.0 cm?® aplicando un mismo nivel
de compactacion uniforme para alcanzar valores semejantes de densidad aparente. A
continuacion, se saturé cada maceta con agua durante 24.0 horas, seguido de un proceso de
drenaje de humedad durante 48.0 horas para luego tomar lectura del peso humedo (Psy), siendo
éste el peso del sustrato humedo a capacidad de campo o capacidad de contenedor (CC).

Después de conocer el volumen y el peso a CC, se procedié a secar el sustrato durante 36.0
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horas en un horno de secado (Blue M) a 60.0 °C. Durante este proceso, se verificd que el sustrato
estuviera completamente seco, pesando en varias ocasiones hasta que dejara de perder peso.

Una vez alcanzado este punto, se registré el peso del sustrato seco (Psg).

Cuadro 1. Caracterizacion del sustrato.

Muestra Pcct Pss? Vol.2 DAp4 emCCS BvCCG
1 950 203 1500 0.14 368% 50%
2 954 202 1500 0.13 372% 50%
3 933 200 1500 0.13 366% 49%
X 946 202 1500 0.13 369% 50%

'Peso a capacidad de campo

2Peso del sustrato seco

3Volumen expresado en cm?

“Densidad aparente expresada en g-cm-

SHumedad gravimétrica
6 Humedad volumétrica

Para determinar el contenido gravimétrico de humedad en el sustrato (6,,), se calculd primero el
peso del agua (Pagya) que fue retenido por el mismo a capacidad de campo utilizando la férmula
expresada en la Ecuacion 5, luego se procedid con el calculo de la 6,, por la Ecuacion 6. La
densidad aparente (D,,,) del sustrato resulto del indice entre el peso seco Psgy su volumen inicial
en la maceta (Volg, Ecuacion 7) y por ultimo se calcul6 la humedad volumétrica (6,) del sustrato
utilizando la Ecuacion 8, la cual representa el contenido de agua en relacion con el volumen total

del sustrato.

Pagua = Psp — Pss (5)
Om = (Pagua/Pss) - 100 (5)
Dy = Pss/Volg (6)
0y, = Oy * Dy, @)

donde Pygua €s el peso del agua (g), Psy es el peso del sustrato humedo (g), Pss el peso del
sustrato seco (g), 8,, representa la humedad gravimétrica del sustrato, expresada en porcentaje
(g agua*100 g de sustrato), Dy, s la densidad aparente del sustrato (g*cm™), Vol es el volumen
ocupado por el sustrato (cm?®) y 8, es la humedad volumétrica expresada en porcentaje (cm?® de

agua*100 cm™ de sustrato).

Para estimar la humedad a punto de marchitez permanente (PMP) se utilizé6 un sustrato de
volumen conocido y se colocd dentro de la camara de presion (Soil Moisture Equipment Co.,
modelo 3005F01) a 1.5 MPa. Se dej6 de aplicar presion hasta que el sustrato dejé de generar
drenaje y se utilizaron las ecuaciones 5 a 8 para determinar su humedad volumétrica al PMP

(6ypMmp)- Sin embargo, las plantas expuestas a ese déficit hidrico no expresaron signos de estrés
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visibles, por lo que se utilizé como base el valor del Psg para calcular la lamina de agua disponible
(LAD) y con ello los niveles de abatimiento permisibles (NAP), por lo que la LAD es igual a la

diferencia entre el Psy y el Pgg, es decir, el 100% de su capacidad de retencion de humedad.

V.4 Aportacion de agua y fertilizantes

Durante el desarrollo de las plantas de pimiento morrén, la programacion de riego fue
gestionada en base a la evapotranspiracion diaria que se determiné por diferencia de peso cada
24.0 horas y fue utilizada para restaurar el contenido de humedad en el sustrato a su maxima

capacidad de retencion (capacidad de campo).

Los nutrientes fueron siempre mezclados con el agua de riego para preparar una solucion nutritiva
(SN) ajustando su composicién segun el estado fisioldgico de las plantas de acuerdo a lo sugerido
por Sanchez del Castillo et al., (2017).

Cuadro 2. Contribucion del agua de riego a la nutricién del cultivo. Analisis hecho el 21 de marzo de 2018
con agua del pozo del CIQA.

mmol-L"’ pmol-L* CE* pHA
HCO; NO; K* Ca?t Mg?* S02- ClI- Na* Zn Mn Cu B
5.0 03 03 20 16 4.1 3.2 42 111 04 03 546 19 7.2

*Conductividad eléctrica expresada en dS-m-*!
APotencial de Hidrogeno

Durante la fase inicial, desde la siembra hasta la emergencia, se utilizé agua del pozo para el
riego (Cuadro 2). Posteriormente, desde la emergencia hasta el trasplante en la semana ocho,

se empled una mezcla equilibrada de SN y agua del pozo en proporcion 1:1 (vol:vol).

A partir del trasplante, se continué el riego exclusivamente con la SN detallada en el Cuadro 3,
con una conductividad eléctrica (CE) de 2.5 dS-m™ y un potencial de Hidrogeno (pH) de 6.5. Las

fuentes de fertilizantes utilizados para la preparacion de la SN se detallan en el Cuadro 4.

Cuadro 3. Solucidn nutritiva para el crecimiento de pimiento morrén. Adaptada de Sanchez del Castillo et
al., (2017).

mmol-L"’ pmol-L-1 CE* pHA
NH; NO3 H,P0; K* cCa?t Mg?* S0%- Fe Zn Mn Cu B
09 134 19 64 63 25 69 536 1.5 109 1.6 546 25 65

*Conductividad eléctrica expresada en dS-m-*!
APotencial de Hidrégeno
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Cuadro 4. Fertilizantes comerciales utilizados para preparacién de 1100.0 L de solucién nutritiva.

Fuente Grado comercial Concentracion* Total* Unidad
Acido nitrico HNOz® 22-00-00 0.14 149.70 mL
Nitrato de calcio 12-00-00, 23 CaO, 0.5 MgO 310.06 310.06 mg
Nitrato potésico 12-00-46 19.59 19.59 mg
Nitrato de magnesio 11-00-00, 16 MgO 0.61 0.61 mg
Fosfato monoamonico  12-61-00 1.17 1.17 mg
Fosfato monopotasico  00-52-34 54.21 54.21 mg
Sulfato de potasio 00-00-52, 18 S 96.68 96.68 mg
Sulfato de magnesio 00-00-00, 16.2 Mg0O, 129 S 73.24 73.24 mg
Micronutrientes 7.5 Fe, 3.7Mn, 0.4 B, 0.6 Zn, 39.89 39.89 mg

0.3 Cu, 0.2 Mo

*Unidades por litro de solucion
*Cantidad total requerida para preparar 100 L de SN
ADensidad del HNO3=1,330 mg-mL""

V.5 Diferenciacion de tratamientos y disefio experimental

A partir de un total de 96 plantas homogéneas, se diferenciaron cuatro tratamientos de riego

(Cuadro 5) siguiendo un disefio completamente al azar (DCA) considerando cuatro réplicas por

tratamiento y seis plantas en cada replica (Figura 7). Para el tratamiento control “Control” se

considerd un nivel de consumo equivalente al 20% de la lamina de agua disponible “LAD”. Para

los tratamientos con déficit hidrico leve, moderado y severo se consideré un NAP del 40%, 60%

y 80% de la LAD y se etiquetaron como “D-leve”, “D-moderado” y “D-severo” respectivamente.

Cuadro 5. Tratamientos evaluados en el ensayo.

Tratamiento Déficit en LAD*
Control 20%
D-leve 40%
D-moderado 60%
D-severo 80%

*Lamina de Agua Disponible
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Figura 7. Disefio completamente al azar del experimento dentro el invernadero IBQ-002 del CIQA. Fuente:
Elaboracion propia.

Para caracterizar la evolucién de la sefal de biocapacitancia en paralelo a las variables de
intercambio gaseoso bajo el gradiente de déficit hidrico previamente establecido, se
seleccionaron dieciséis plantas al azar de cada tratamiento y se trasladaron a la camara de
crecimiento donde se acomodaron en pares al interior de ocho jaulas previamente preparadas
con estructura de madera y dimensiones de 70.0 cm de largo, 40.0 cm de ancho y 50.0 cm de
alto, forradas con pelicula de acolchado doble capa color plata/negro, colocando la capa color
plata hacia el interior. Las ocho jaulas fueron equipadas con luz artificial color blanco (Farmlite,
Shenzhen Sosen Electronics Co., China, Mod. SS-240VP-H56BH, de 240.0 W, regulables) y se
fijaron ocho intensidades de radiacion PAR con valores similares a aquellos utilizados por el LI-
6400XT a 50, 150, 200, 500, 750, 1000, 1200 y 1500 uymol-fotones-m2-s™!, en adelante indicadas
como PAR50, PAR150, PAR200, PAR500, PAR750, PAR1000, PAR1200 y PAR1500. En cada
jaula se ubicaron ocho plantas con el objetivo de contar con su previa adaptacién a la intensidad
de luz PAR al momento de tomar lecturas de A, conductancia estomatica (gs) y BioCap y, por
tanto, reducir el tiempo necesario para generar curvas A-C; y A-PAR, las cuales suelen ocupar

entre 30.0 y 40.0 minutos para cada hoja.

Para ajustar las intensidades objetivo de radiacién PAR, se utilizé un sensor de radiacion PAR
(LI190SB Quantum Sensor), asociado a un datalogger marca LICOR (LI-1000) del DBA del CIQA.
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V.6 Capacitometria
Para medir capacitancia a nivel foliar, se utilizaron conceptos de electrénica basica para
ensamblar un capacitometro automatizado basandose en el ejemplo publicado en la pagina

www.instructables.com (Autodesk Inc., 2014), el cual consta de un circuito de resistencia y

capacitancia “RC” asociado a un amplificador operacional M741_OpAmp y una placa electrénica
de codigo abierto “Arduino_Uno” para leer y registrar la capacitancia de cualquier cuerpo capaz
de almacenar energia en el rango de 20.00 pF hasta 300.00 pyF. En primer lugar, se reprodujo el
capacitémetro y se verifico su funcionamiento en comparacion con las lecturas de un equipo
cientifico medidor de Inductancia, Capacitancia y Resistencia (medidor LCR, TeGam modelo
3550). Luego se realizaron las adecuaciones correspondientes para conectar un modulo DS3231
de tiempo real (RTC: Real Time Clock) y una tarjeta MicroSD de 8 MB (Figura 8) con fines registrar

los datos con una predeterminada frecuencia de lectura.

Para realizar una lectura, la placa de Arduino registra el tiempo de inicio ti (segundos), activa la
salida de corriente que alimenta el circuito RC y espera el tiempo necesario hasta que la diferencia
de voltaje entre los extremos del capacitor sea igual al voltaje de la fuente de alimentacioén,
momento en el cual se registra el tiempo final tr Considerando las propiedades del circuito y el
tiempo registrado para cargar el circuito RC, la capacitancia queda determinada por la Ecuacion

9 como sigue.

At
Ve Ve ©)

v
RO*log (W)

C=-

Donde: C es la capacitancia en pF, At = t+t; es la diferencia entre el tiempo de inicio y el tiempo
de fin, RO es la principal resistencia en la serie RC, V. es el voltaje de la fuente de alimentacion
desde la placa de arduino, Vs = Vc/2 es el voltaje de referencia a nivel del amplificador

M741_OpAmp, Vo es igual a cero por referirse al voltaje inicial a nivel del capacitor.
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Figura 8. Esquema del ensamble del biocapacitémetro.

La figura muestra un diagrama del circuito conectado a una tarjeta Arduino Uno. A la izquierda se
observan los pines de la tarjeta, que se utilizan para conectar los componentes del circuito. A la
derecha, se presenta el esquema del circuito que integra un componente RC con un amplificador
operacional M741. En el diagrama, las resistencias estan etiquetadas como RO, R1, R2, R3 y R4,
con valores de 1 MQ, 10 kQ, 10 kQ, 220 Q y 220 Q, respectivamente. La fuente de alimentacién

utilizada es una corriente continua de 5 voltios, representada por Vcc.

Para construir los electrodos del biocapacitémetro, en adelante llamado BC_CQA, se revisaron
varios materiales (cobre, carbdn, niquel, y plata) en funcion de su conductividad eléctrica y su
maleabilidad para asegurar un contacto intimo con el tejido de la hoja; como resultado se
selecciond la pintura de niquel “superShield 841AR” con la cual se dibujaron, sobre una base de
foamy de 2.0 mm de grosor, cuatro placas en forma de trapecios isésceles de 2.0 mm de base
menor, 4.0 mm de base mayor y 5.0 mm de altura. Las bases mayores de las cuatro placas
reposaron en el perimetro exterior de un circulo de 2.0 cm? y sus mediatrices intersectaron en el
centro del circulo formando un angulo de 45° (Figura 9 B y 9 C). A continuacion, se integraron los
electrodos del BC_CIQA en la parte superior de la pinza de medicion del equipo LI-6400XT para
estar en contacto unicamente con el haz de la hoja, formando, por tanto, un capacitor de pelicula

cuyo medio dieléctrico queda formado por el tejido de la hoja.
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Figura 9. Fotografia y esquema del biocapacitometro BC_CIQA acoplado a la pinza de medicién del equipo
LI-6400XT. A) Circuito RC ensamblado sobre una tarjeta Arduino Uno. B) Geometria de los electrodos del
BC_CIQA, C) Posicion de los electrodos colocados sobre la parte interna del componente superior de la
pinza del LI-6400XT.la cual permite posar los electrodos sobre el haz de la hoja D) fotografia del conjunto
BC_CIQA y pinza del LI-6400XT tomando lectura simultdneamente de BioCap y A en hoja de pimiento
morrén.

V.7 Medicion de variables ecofisioldgicas
V.7.1 Medicion de la fotosintesis y la biocapacitancia

Para medir la tasa de asimilacion de CO, “A” y de conductancia estomatica “gs” a nivel foliar,
se utilizé un equipo portatil equipado con un sistema abierto para la medicion de intercambio de
gases por infrarrojos, LI-6400XT (Li-Cor Inc. USA, version 6.3). El equipo cuenta con una camara
para encerrar una area de 2.0 cm? de la hoja y cuantificar la A por unidad de superficie y unidad
de tiempo, asi como elaborar curvas “A-PAR” que describen la evolucién de A en funcion de la
intensidad de luz fotosintéticamente activa “PAR”, y curvas “A-C” que describen la evolucién de

A en funcion de la concentracion de CO; en el espacio intercelular “C;” por debajo de las estomas.

La generacion de curvas A-PAR y A-C;i no fue calendarizada en funcién del ciclo de produccion
del cultivo sino, fue programada cada vez que coincidieron los tratamientos a los niveles de déficit
hidrico previamente establecidos. Se procuré trabajar con un minimo de tres plantas de cada

tratamiento para caracterizar las variables de intercambio gaseoso y de biocapacitancia en
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plantas expuestas a niveles contrastantes de radiacién PAR y de déficit en la lamina de agua

disponible “LAD” en el sustrato.
A la hora de tomar lecturas se procedié siempre de la siguiente manera:

Se selecciond una hoja sana y adulta desde la punta del tallo principal, marcandola para
posteriores mediciones. Se conectaron los electrodos positivo y negativo del capacitometro en la
pinza del LI-6400XT para hacer contacto con la lamina foliar para realizar lecturas de capacitancia
realizando lecturas cada 15.0 segundos con el BC_CIQA o en su defecto cada 26.0 segundos

(tiempo promedio definido por la configuracion electrénica del equipo) utilizando el medidor LCR.

Para la elaboracion de curvas A-PAR, se propusieron intensidades de 50.0, 100.0, 200.0, 400.0,
600.0, 800.0, 1000.0, 1200.0, 1400.0 y 1600.0 umol-fotones-m2-s™* (PAR50, PAR100, PAR200,
PAR400, PAR600, PAR800, PAR1000, PAR1200, PAR1400 y PAR1600, respectivamente), tanto
para curvas simples como dobles, con el objetivo de crear un gradiente de intensidad luminica.
Para las curvas A-C;, se utilizaron concentraciones de CO. de referencia ([CO-]rer) de 50.0, 100.0,
200.0, 300.0, 400.0, 600.0 y 800.0 ymol CO2'mol™" aire, con el fin de generar un gradiente de

concentraciones de CO..

V.7.2 Medicion del potencial hidrico

Para medir el potencial hidrico del tallo W,se utilizé una camara de presion tipo “Scholander”
(Soil Moisture Equipment Co., modelo 3005F01) del DBA del CIQA, equipado con tanque de gas
comprimido de N2 (grado industrial). Las lecturas de W¥; se realizaron a partir de hojas sanas y
adultas expuestas a la radiacién objetivo en las jaulas de adaptacion bajo iluminacion artificial,
previamente envueltas con papel aluminio y bolsa de plastico con cierre hermético durante un
minimo de dos horas a fin de evitar la transpiracién e igualar su estado energético con el del tallo.
Ala hora de realizar la lectura y con la ayuda de un cuter se realizé siempre un corte transversal
en el peciolo de la hoja, sin que este se quedara mas corto que 1.0 cm, para luego hacer pasar
el peciolo a través del centro de la tapa de la camara de presién. A continuacion, se colocé la hoja
al interior de la camara y se cerr6 de manera segura y hermética. Posteriormente se abrid la
valvula de entrada de gas incrementando progresivamente la presion hasta alcanzar el punto de

equilibrio necesario para liberar el agua atrapada en el tejido de la hoja.

La identificacion de dicho punto de equilibrio se hace por observacion continua, utilizando lupa e
iluminacion en la seccion del peciolo hasta apreciar el primer flujo de agua visible en la seccion

del corte realizado en el peciolo.
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Una vez alcanzado el punto de equilibrio, se cerré la valvula de entrada de gas y se tomo lectura
de la presién marcada en el mandémetro, se liberé la carga de gas atrapada en la camara de

presion y se liberd la hoja, repitiendo el proceso con las hojas necesarias.

V.8 Analisis de datos
V8.1 Analisis de correlaciones

Para realizar el analisis de correlaciones se registraron los datos en archivos de Excel y se
utilizaron graficos de dispersion, siguiendo un proceso detallado que permitié visualizar y evaluar

la relaciéon entre pares de variables.

Primero, se prepararon los datos en Excel (Microsoft® Excel® para Microsoft 365 MSO, version
2406 compilacién 16.0.17726.20078 de 64 bits) organizandolos en hojas de calculo de acuerdo
al tipo de variable ecofisiolégica registrada (Valores de BioCap con potencial hidrico en hoja
aislada, déficit hidrico en LAD con valores de potencial hidrico o valores de A con BioCap). Cada
columna contenia los datos de una variable especifica, y cada fila representaba una observacion.
Se verificd que no hubiera datos faltantes o errores en las celdas para asegurar la integridad del
analisis.

Se seleccionaron las columnas correspondientes a las dos variables que se deseaba analizar. Se
insertd un grafico de dispersion del tipo de gréafico basico, que muestra puntos individuales sin
lineas de conexidn, para ilustrar la relacion entre las dos variables y se realizé el analisis de

correlacion entre las ambas variables:

Se observaron los puntos en el grafico para identificar cualquier patrén o tendencia general y se
verificd la presencia de patrones no lineales. Se evalué la fuerza de la correlacién observando
que tan cerca estaban los puntos de una linea imaginaria que representaria una relacion lineal o
polinomica perfecta. Se identificaron posibles valores atipicos que podrian afectar la
interpretacion de la relacién y para proporcionar una visualizacion adicional de la relacién entre
las variables, se anadié una linea de tendencia activando la opcién de mostrar la ecuacién de

ésta y el valor de r?, para ver su relevancia.

Se describio la relacion observada entre las dos variables, incluyendo la direccion y la fuerza de

la correlacion, resumiendo el andlisis en funcion de los patrones visualizados en cada grafico.

V.8.2 Analisis multivariable
Para este analisis estadistico, se siguid una metodologia sistematica que incluyé la

importacién, procesamiento, modelado, evaluacion y visualizacion de datos, tomando en cuenta
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diferentes variables dentro del entorno del software RStudio® (2024.04.2+764 para windows)

para R® (versiéon 4.4.1) de la siguiente manera:

Se iniciaron las librerias necesarias para el analisis (ggplot2 para crear graficos avanzados y
visualizaciones, GGally que facilita la creacién de graficos de pares, utiles para el analisis
exploratorio de datos “AED”, dplyr que se emplea para la manipulacién y transformacién de
datos, readxl que permite la importacién de datos desde archivos de Excel, rpart y rpart.plot
que se utilizan para construir y visualizar arboles de decision y, caret, que proporciona
herramientas para el entrenamiento y evaluacién de modelos predictivos). Se configuro el
directorio de trabajo con la funcion setwd(), lo cual especifica la ubicacién donde se encuentran
los archivos de datos. Esto simplifica la carga de datos, evitando la necesidad de escribir rutas
completas cada vez que se accede a un archivo. Se ley6 un archivo Excel llamado ‘Curvas.xlIsx'.
Para el analisis de las curvas A-C; se utilizé especificamente la hoja ‘A-Ci’ y para las curvas A-
PAR la hoja ‘A-PAR’. Esta operacion cargé los datos en un dataframe al que se le denomind ‘d’,

permitiendo su manipulacion posterior.

Se seleccionan columnas especificas del dataframe ‘d’ utilizando la funcion select() de la libreria
dplyr y se almacenaron en un nuevo dataframe llamado ‘dx’. Posteriormente, se examind la
variable ‘Déficit’ para obtener su rango y resumen estadistico. La variable "Déficit” se categoriz6
en grupos definidos con la funcién cut(), creando una nueva columna llamada ‘Def_cat’ en la cual
se clasificaron los datos en categorias las cuales se definieron por el nivel de déficit hidrico en la

LAD (Control, D-leve, D-moderado y D-severo).

Se generaron graficos de pares con la funcién gpairs() para explorar visualmente las relaciones
entre las variables del dataframe ‘dx’ donde se identificaron los patrones y correlaciones entre

variables, facilitando el AED.

Se eliminaron las filas sin datos (o valores con NAs) utilizando la funcién na.omit() para asegurar
que el conjunto de datos esté completo. Luego, se cred una particion de los datos en conjuntos
de entrenamiento y validacién con la funcion createDataPartition(), asignando el 70% de los
datos al conjunto de entrenamiento (train) y el 30% restante al conjunto de validacién (val). Se
cred un nuevo dataframe llamad ‘dz’ en el cual se elimind la variable ‘Déficit’ para preparar los

datos para el modelado.

Se configuré un modelo de arbol de decision (DT) con la funcién rpart.control() para definir
parametros como la profundidad maxima del arbol (maxdepth=20) y el numero minimo de
observaciones por division (minsplit=20). Luego, se construyd el arbol de decision usando la

funcién rpart() con la formula ‘Def _cat ~ .’ la cual predice a la variable ‘Def cat’ basandose en
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todas las demas variables que se seleccionaron. El modelo se visualizé con la funcion rpart.plot()
para interpretar su estructura y entender como se tomaron las decisiones. Posteriormente se
realizan predicciones sobre el conjunto de validacion ‘val’ utilizando el modelo de arbol de decision
con la funcién predict(). Las predicciones se convirtieron en factores y se compararon con las
categorias reales de Def cat (val$Def cat, las cuales se usaron en los datos de validacion). Se
evaluo el desempeno del modelo utilizando la funciéon confusionMatrix() que generé una matriz
de confusion para calcular métricas de precision y exactitud, permitiendo asi la evaluacion de la

efectividad del modelo.

Se visualizé la importancia de las variables del modelo usando la funcién rpart.plot(), que
muestra las variables mas influyentes en el arbol de decision. También se utilizaron las funciones
plot() y ggplot() para crear graficos que ilustraron la importancia relativa (sin normalizar) de cada
variable en el modelo. Esto ayudd a interpretar qué variables son mas relevantes para las

predicciones y proporciona una comprensién mas profunda del modelo predictivo.
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V. RESULTADOS
VI.1 Desempeio el Biocapacitometro BC_CIQA

El empleo de una serie de capacitores comerciales y la lectura de sus valores, primero con
el equipo medidor LCR y luego mediante el capacitometro BC_CIQA, permitio verificar la precisiéon
del ultimo y validar su utilidad para desarrollar el presente estudio. Los datos presentados en la
Figura 10 muestran una regresion lineal entre ambas series de lecturas entre 0.00 y 60.00 nano

Faradios (nF) con un coeficiente de determinacion r? igual a 1.0.
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Figura 10. Lecturas de capacitancia en capacitores de referencia, dentro del rango de nF, registrados con
un medidor LCR vy el dispositivo BC_CIQA. Cada punto es el promedio de 4 lecturas.

V1.2 Variacion del potencial hidrico y de la biocapacitancia eléctrica en hoja
aislada

En la Figura 11 se presentan los valores de BioCap que representan el promedio de lecturas
registradas por el BC_CIQA cada 15.0 segundos, durante un periodo de 5.0 minutos por posicion,
colocando los electrodos en cuatro posiciones diferentes sobre la lamina de una hoja de pimiento

morron. Estos valores representan la evolucion de la BioCap en hoja aislada a lo largo del tiempo.

Se encontré una correlacion polindmica de segundo grado entre la pérdida progresiva de peso
de la hoja y la BioCap, con un coeficiente de determinacion r>=0.99. Esto indica una relacion muy
fuerte entre la pérdida de peso y la BioCap durante el proceso de deshidratacion. También se
observd una correlacion polindmica de segundo grado entre la pérdida progresiva de peso y el
potencial hidrico de la hoja con un r’>= 0.97. Esto sugiere que también existe una relacion

significativa entre la pérdida de peso y el potencial hidrico en la hoja durante la deshidratacion.
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Figura 11. Comparacion entre correlaciones. Los puntos en naranja representan cdmo se relaciona la
pérdida progresiva de peso de una hoja de pimiento morrén frente a su potencial hidrico. Los puntos en
azul ilustran cémo la misma pérdida progresiva de peso se relaciona con la variacién en la BioCap de la
hoja durante su deshidratacion en condiciones controladas. Los valores de BioCap corresponden al
promedio de lecturas registradas por el BC_CIQA cada 15.0 segundos durante un periodo de 5.0 minutos
en cada posicién, haciendo un total de cuatro posiciones en partes previamente especificadas en la ldmina
de la hoja del pimiento morrén.

La pérdida de peso de 0.0 a 9.0% con respecto al peso fresco inicial se acompafd con la
disminucion del ¥; desde -0.2 hasta -1.0 MPa y en los valores de BioCap desde 0.76 hasta 0.04
nF; ambos indicadores manifestaron una regresion polinédmica de segundo grado con alto
coeficiente de determinacion r?=0.99 (Figura 12). A un ¥ < -1.0 MPa, la BioCap dej6 de ser un

indicador de la deshidratacion de la hoja.
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Figura 12. Relacion polindmica de segundo grado entre los valores de potencial hidrico y de BioCap
registrados en una hoja pimiento morrén expuesta a condiciones de deshidratacion controlada.

30



VI.3 Variaciéon del potencial hidrico y de la biocapacitancia en plantas expuestas
a diferentes niveles de déficits hidricos en el sustrato

La variacion del potencial hidrico del tallo, asi como la BioCap a nivel foliar en plantas
expuestas a diferentes niveles de déficit en la LAD, se presentan en la Figura 13. La
biocapacitancia en plantas adaptadas a distintos niveles de PAR (especificamente, en el punto
de compensacion de luz a PAR50 y en la zona de saturacion a PAR1200) también expuestas a
diferentes niveles de déficit en LAD, se muestra en las Figuras 14 y 15, respectivamente. El
agotamiento del agua en el sustrato hasta un 80% de la LAD (Figura 13) provoco una disminucion
proporcional del ¥; desde -0.32 a -1.4 MPa. La regresion entre ambas variables siguioé un patrén
polinémico de segundo grado con un coeficiente de determinacion r>= 0.99. Una vez establecida
esta relacién y considerando algunas interrupciones en la medicién provocadas por el BC_CIQA,
se decidio continuar con el seguimiento del estrés hidrico mediante el porcentaje de déficit en la
LAD. Esta eleccion también ayudd a minimizar los dafios potencialmente destructivos asociados

con la medicién del potencial hidrico del tallo.

Déficit en la LAD
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Figura 13. Variacion del potencial hidrico del tallo en funcion el déficit de agua facilmente disponible en el
sustrato. Cada punto es el promedio de 6 lecturas, las barras verticales y horizontales representan el error
estandar para el ¥, y el déficit en la LAD, respectivamente.

El maximo incremento de la BioCap registrado en un lapso de 4.33 minutos (10 lecturas
consecutivas) disminuyd proporcionalmente en funcién del agotamiento de la LAD hasta un 60%
de déficit manifestando un comportamiento similar a aquel observado en hoja aislada en
deshidratacion (Figura 11). No obstante, a nivel de agotamiento mayor al 60% de la LAD, la
BioCap volvio a manifestar valores superiores a los de plantas “Control” (Figura 14). La
segregacion de los valores de BioCap en funcion de la intensidad de luz PAR bajo la cual fueron

adaptadas las plantas y fueron desarrollados los déficits hidricos da lugar a los datos presentados
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en la Figura 15. En ella se puede observar que si el patron de la BioCap en funcién del

agotamiento de la LAD tendiera a invertirse de descendiente a ascendiente.

ojl-i
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Déficit en la LAD
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BioCap (nF)
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Figura 14. Promedio de Biocap (n=28) en funcién del nivel de déficit hidrico en plantas de pimiento morrén
sometidas a cuatro regimenes de humedad en el sustrato; Control (nivel de abatimiento < 20% LAD), D-
leve (nivel de abatimiento entre 20 y 40% LAD), D-moderado (nivel de abatimiento entre 40 y 60% LAD),
D-severo (nivel de abatimiento > 60% LAD). Las barras verticales representan el error estandar de la media.
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Figura 15. BioCap a nivel foliar en plantas de pimiento morrén en funcién del nivel de déficit hidrico; Control
(nivel de abatimiento < 20% LAD), D-leve (nivel de abatimiento entre 20 y 40% LAD), D-moderado (nivel
de abatimiento entre 40 y 60% LAD), D-severo (nivel de abatimiento > 60% LAD). El azul representa plantas
adaptadas a una PAR menor a su punto de compensacion de luz. El naranja, a plantas adaptadas a una
PAR mayor a su zona de saturacion de luz.

V1.4 Evolucioén de la biocapacitancia en curvas de asimilacién A-C;i a nivel foliar.
El conjunto de datos de BioCap e intercambio gaseoso colectados en veinte plantas

expuestas a diferentes niveles de déficit hidrico, un nivel constante de radiacion PAR a 1500 pmol

fotones'-m2:s™ y 7 niveles de concentracién de CO, ambiental (50, 100, 200, 300, 400, 600, 800

32



umol CO2-mol™ aire) permitid generar curvas A-Ci, BioCap-Ci, Biocap-A, BioCap-gs y BioCap-

Deficit, tal como se presentan en la Figura 16.
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Figura 16. Evolucién de la BioCap y variables de intercambio gaseoso en respuesta a siete niveles de
concentracién de CO2 (50, 100, 200, 300, 400, 600 y 800 ppm). A) dispersion de datos A-Ci, B) dispersion
de datos BioCap-Ci, C) dispersion de datos BioCap-A, D) dispersion de datos BioCap-gs Yy, E) dispersion
de datos BioCap-Deficit en LAD. Los datos fueron generados durante el desarrollo de curvas A-Ci en 20
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plantas de pimiento morréon. Las barras verticales en la figura E corresponden al error estandar de la
poblacién.

En la Figura 16 A, se puede apreciar la evolucion de la tasa A en plantas control representadas
por los puntos que aparecen en el limite superior de la nube de datos y aquella en plantas muy
estresadas como se aprecia en los puntos del limite inferior de la nube de datos. Los datos
comprendidos entre ambos limites corresponden a curvas A-C; en plantas afectadas por

diferentes niveles de déficit hidrico en el sustrato.

En plantas Control y bajos niveles de Ci < 110.0 ymol CO2-mol" aire, se observaron valores
negativos en la tasa A reflejando condiciones de emisién de CO; por respiracién (Kabir et al.,
2023). El incremento de la C; desde 0.0 hasta 600.0 ymol CO2-molaire, fue acompafiado por un
incremento en A alcanzando valores de hasta 19.56 pmol CO2-mol™" aire, como es de esperar en

plantas sanas de pimiento morrén (Kabir et al., 2023).

La presentacion grafica de la BioCap en funcién de la C; (Figura 16 B), A (Figura 16 C), gs (Figura
16 D) y déficit en la LAD (Figura 16 E) manifiesta una nube de datos dispersos con una variaciéon
entre 0.82 y 15.68 nF. para la BioCap, entre -2.97 y 19.56 ymol CO,'m2-s™' para la tasa de
fotosintesis, entre 14.79 y 122.90 ymol H,O-m?2-s™ para la tasa de conductancia estomatica, y
entre 0.0 y 70.0% para el déficit en la LAD.

La correlacion bivariada no manifiesta ninguna tendencia con posible relacion causa/efecto entre
las variables antes mencionadas a excepcioén de la correlacion A-C; la cual presenté un coeficiente

de correlacion positivo con un valor de 0.68.

VI.5 Analisis multivariable en curvas A-Ci

Dada la reducida correlacion bivariada entre los datos de biocapacitancia y aquellos
procedentes de las variables de intercambio gaseoso a nivel foliar, tal como fue descrito en el
parrafo anterior con apoyo en las Figuras 17 y 18, se procedi6é con la generacién de una matriz
de correlaciones multiples: se trata de una herramienta estadistica que permite revisar las
posibles relaciones entre una serie de variables predictoras y una variable objetivo. Para ello, se
seleccionaron los datos de BioCap, déficit en la LAD, tasa de A, tasa de gs, la concentraciéon de
CO2 de referencia ([CO:lrer), el Ci, la temperatura de la hoja (Tiear) y la temperatura del aire (Tar)
y se genero la matriz de correlaciones multiples que se presenta en la Figura 17. Los datos de
BioCap manifestaron una correlacion positiva con los datos de la Tiear (Corr: 0.36), la Tar (Corr:
0.33) y el déficit en LAD (Corr: y 0.20) y otra negativa con los datos de fotosintesis (Corr: -0.18).
En valores absolutos, los coeficientes de correlacién fueron mayores a partir de plantas “Control”

que a partir de plantas sujetas a déficit hidrico.
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A parte de la BioCap, las correlaciones mas significativas se identificaron entre datos de Tiear ¥
de Tar (Corr: 0.99), entre Ci y [(CO2]rer (Corr: 0.90), entre A y [COz]rer (Corr: 0.85), entre Ciy A
(Corr: 0.68) y entre Ay gs (Corr: 0.60), como era de esperar dada la estrecha relacién entre dichas
variables y como fue ampliamente reportado en la literatura cientifica (Kabir et al., 2023). En
términos generales, la imposicion de déficit hidrico en el sustrato terminé reduciendo la fuerza de

las correlaciones entre las variables estudiadas.

A las variables seleccionadas se les aplico un modelo de DT como modelo de aprendizaje
automatico que se utilizan para tomar decisiones basadas en datos. Dicho arbol tuvo por objetivo
identificar las variables que mas influyen en la prediccién para clasificar el nivel de déficit hidrico
en la LAD. Se aplicé un maxdepth de 20 niveles con numero minimo de observaciones requeridas
para dividir un nodo de, al menos, 20 observaciones (minsplif). Se cred un conjunto de
entrenamiento y validacion del 70% y 30%, respectivamente, a partir del conjunto total de datos
tomados para las curvas A-C;, con el cual se determiné la importancia de las variables para
predecir el déficit hidrico. Al entrenar el modelo se evalud y se cred una Matriz de confusion
(Cuadro 6) con la cual se valor6 el desempefio de este y con ello se determind su efectividad y
precision.

Cuadro 6. Matriz de confusién. Clasificacion estimada en comparacién con datos de referencia.

Referencia
Prediccién Control D-leve D-moderado
Control 8 0 0
D-leve 0 21 0
D-moderado 0 2 19

El modelo predijo y clasifico a 8 muestras como déficit “Control”, cuando todas correspondieron
al “Control”. Clasificé 21 muestras en “D-leve” cuando todas correspondieron a “D-leve” y, clasific
19 muestras en “D-moderado” y 2 en “D-leve” cuando todas correspondieron a “D-moderado”
(Cuadro 6). El modelo actué con una precisién de 0.96 (Accuracy) y con un intervalo de confianza
(Cl) del 95% (Cuadro 7).

“D-severo” fue excluido del analisis debido a la insuficiencia de datos y a la presencia de patrones
atipicos que distorsionaban los resultados. Estos datos atipicos afectaban negativamente la
precision de las correlaciones, por lo que se decidié omitir este tratamiento para asegurar la

validez y fiabilidad del analisis estadistico.
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Cuadro 7. Estadisticas de la Matriz de confusién.

Estadistica Valor
Precision’ 0.96

Cl 95%2 (0.86, 0.99)
Tasa de no informacion® 0.46

Valor p (Acc > NIR)* 2.40e-14
Coeficiente Kappa® 0.94

Valor p prueba de Mcnemar® NA

TIndica la proporcion de predicciones correctas.

2Intervalo de confianza del 95% para la precision del modelo.

SEs la precision que se obtendria prediciendo siempre la clase mayoritaria.

“Valor p para la prueba de hipotesis de que la precision del modelo es mayor que la tasa de no informacion.

5Mide la concordancia entre las predicciones del modelo y las observaciones reales, ajustada por la probabilidad de
concordancia aleatoria.

6Compara las predicciones del modelo con las observaciones reales en un contexto de clasificacion.

Las estadisticas por clase en la matriz de confusion (Cuadro 8) proporcionan informacion
detallada sobre el rendimiento del modelo de clasificacién. En cuanto a sensibilidad para la clase
"Control", es 100%, lo que significa que todas las instancias reales de "Control" se clasificaron
correctamente. Para la clase "D-leve", la sensibilidad es del 95.45%, lo que significa que ese
porcentaje de las instancias reales de "D-leve" se clasificaron correctamente. Para la clase "D-
moderado”, la sensibilidad es 100%, lo que significa que todas las instancias reales de "D-

moderado" se clasificaron correctamente.

En especificidad, para todas las clases es alta (100% para “Control” y “D-leve” y 93.55% para “D-
moderado”), lo que indica que las instancias reales de "Control" se clasificaron correctamente. En
precision, sobre el valor predictivo positivo, para la clase "Control", el valor predictivo positivo es
100%, lo que significa que todas las predicciones positivas para "Control" fueron correctas, al
igual que para “D-leve”. Para la clase "D-moderado”, también es alto del 90.48%. En precision,
sobre el valor predictivo negativo, para la clase "Control" es del 100%, lo que significa que todas
las predicciones negativas para "Control" fueron correctas. Para la clase "D-leve" es de 93.10 vy,
para la clase "D-moderado”, es del 100%. En la prevalencia, el 16% de las instancias son de la
clase "Control", el 46% son de la clase "D-leve" y el 38% son de la clase "D-moderado". En la
tasa de deteccion, el 16% de las instancias de "Control" se clasificaron correctamente, el 42% de
las instancias de "D-leve" y el 38% de las instancias de "D-moderado". En la prevalencia de
deteccion, el 16% de las instancias se clasificaron como "Control", el 42% como "D-leve" y el 42%
como "D-moderado”. En la precision equilibrada, que es el promedio de sensibilidad y

especificidad, para todas las clases, es alto con 100%, 95.65% y 96.77%, respectivamente.
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Cuadro 8. Estadisticas por clase.

Clase Control D-leve D-moderado
Sensibilidad’ 1.00 0.91 1.00
Especificidad? 1.00 1.00 0.94
Precision de las predicciones positivas® 1.00 1.00 0.90
Precision de las predicciones negativas® 1.00 0.93 1.00
Prevalencia* 0.16 0.46 0.38
Tasa de deteccion® 0.16 0.42 0.38
Prevalencia de deteccion® 0.16 042 0.42
Precision equilibrada’ 1.00 0.96 0.97

'Mide la capacidad del modelo para identificar correctamente las instancias positivas.

2Mide la capacidad del modelo para identificar correctamente las instancias negativas (clase “Control”).
3Mide la precision de las predicciones positivas y negativas realizadas por el modelo.

“Representa la proporcidn de instancias reales en cada clase.

5Es la proporcién de instancias correctamente clasificadas en cada clase.

6Es la proporcion de instancias clasificadas como positivas en cada clase.

’Es el promedio de sensibilidad y especificidad.

Finalmente, al visualizar la importancia de las variables se encontré una clasificacion clara de los
niveles de contribucion de cada una (Cuadro 9) para predecir el déficit hidrico en LAD, siendo la
Tar la mas alta (73.02), seguido por Tiear (67.87), BioCap (47.22), gs (34.34), A (12.84), la
[CO2)rer (5.85) y por ultimo la Ci (2.50). Estos coeficientes no representan porcentajes, pero a un
valor mayor de la variable representa una mayor importancia en la toma de decisiones del arbol
DT.

Cuadro 9. Importancia de las variables en la determinacion del déficit hidrico de LAD.

Variable Importancia
1 Tar 73.02
2 TiLear 67.87
3 BioCap 47.22
4 Os 34.34
5 A 12.84
6 [CO2Jrer 5.85
7 Ci 2.50
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V1.6 Variacion de la biocapacitancia durante el desarrollo de curvas A-PAR

La Figura 19 recoge la variacion de la biocapacitancia en paralelo a la evolucion de la tasa
de fotosintesis A y la tasa de gs en funcion del nivel de radiacion PAR con valores ascendentes
de 0.0 (PARO) a 1600.0 umol fotones'm2:s' (PAR1600) seguido por valores descendentes de
1600.0 a 0.0 umol fotones'm2:s™'. Los datos se colectaron a nivel foliar, en plantas previamente
adaptadas a radiaciéon PAR50 y PAR1500.

VI1.6.1 Curva doble A-PAR

En planta adaptada a PAR50 (Figura 19 A) y siguiendo el orden ascendente de la radiacion
PAR de PARO a PAR1600, la tasa de A inicié6 desde valores negativos a PAR50 y PAR100
(respiracién) y se incrementd progresivamente con tendencia lineal hasta un valor maximo de
10.0 ymol CO2-m? s™' a PAR1600.

A continuacion, y siguiendo el orden descendente de la radiacion de PAR1600 hasta PARO, la
tasa A continuo un ligero incremento hasta un nuevo valor maximo de 11.23 pymol CO2;:m? s™ a
700.0 ymol-fotones'm?2-s™ (PAR700 para luego disminuir rapidamente hasta valores cercanos a
cero a PAR5S0. En planta adaptada a PAR1500 (Figura 19 B), la tasa de fotosintesis manifesté
patrones similares en ambas direcciones de variacion de la radiacion PAR. No obstante, en el
tramo de PAR-ascendente, la planta inicié su asimilacion (A>0) desde PARSO0, siguié un patrén

de crecimiento logaritmico marcando un valor maximo de 7.4 ymol CO2-m? s™' a PAR700.

VI1.6.2 Curva doble gs-PAR

En planta adaptada a PAR50 (Figura 19 C), la tasa de gs inicié un incremento progresivo
desde PAR600 hasta PAR1600 en orden de PAR ascendente y desde PAR1600 hasta PAR200
en el tramo de PAR descendente donde alcanzé su maximo valor de 195 mmol H,O-m? s a
PARS800 y lo mantuvo casi constante hasta PAR200 para luego descender bruscamente por cierre
estomatico a PAR50.En planta adaptada a PAR1500 (Figura 19 D), los incrementos de la tasa de
gs fueron mas notorios en el tramo de PAR ascendente desde un minimo de 15.0 mmol H,O-m
s' a PAR50 hasta maximo de 86.6 mmol H.O-m? s a PAR1600 que se mantuvo constante en el
tramo de PAR descendente de PAR1600 a PAR200 para luego disminuir rapidamente hasta un

minimo de 50.0 mmol H,O-m2 s™.

VI1.6.3 Curva doble BioCap-PAR

En planta adaptada a PAR50 (Figura 19 E), la BioCap marco un valor inicial de 0.37 nF a
PAR50, manifesté un ritmo de crecimiento positivo en el tramo PAR-ascendente que lo mantuvo
en el tramo de PAR-descendente marcando un valor maximo de 0.70 nF a PAR200 antes de
disminuir de nuevo hasta 0.62 nF a PAR50.
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Figura 19. Evolucion de la BioCap durante el desarrollo de una curva doble A-PAR. Los puntos en naranja
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una PAR de 50 umol fotones-m2-s1, A la derecha: B) curva doble A-PAR, D) curva doble gs-PAR, F) curva
doble BioCap-PAR, H) curva doble BioCAp-A y J) curva doble BioCap-gs a una PAR de 1500 pmol
fotones-m=2-s,

En planta adaptada a PAR1500 (Figura 19 F), la BioCap marcé un valor inicial de 0.65 nF al inicio
del tramo de PAR-ascendente seguido primero por un descenso hasta 558.0 a PAR200 y otro
incremento hasta 0.63 nF a PAR800, un valor que se mantuvo constante durante los siguientes

14 puntos de la curva.

Las tres variables antes descritas mostraron un claro fendmeno de histéresis representado por
diferentes valores de A, gs y BioCap a la misma intensidad de radiacion segun sea en orden de

PAR ascendente o descendente.

VI1.6.4 Curvas dobles BioCap-A y BioCap-gs

La presentacion grafica de los valores de BioCap como variable dependiente de la tasa de
A (Figura 19 Gy 18 H) y de gs (Figura 19 | y 18 J) en planta adaptada a PAR50 y PAR1500
respectivamente no manifiesta ninguna regresién que comentar a excepcién de la posible relacion

BioCap = f(gs) en planta adaptada a PAR50, con un coeficiente de determinacién r? = 0.93.

Esta evolucion de la tasa A sin alcanzar el nivel de saturacion esperado a PAR700 como es de

esperar en plantas de pimiento morrén (Kabir et al., 2023).

VI.7 Evolucion de la biocapacitancia en curvas de asimilacién A-PAR

El conjunto de datos de BioCap e intercambio gaseoso colectados en treinta plantas
expuestas a diferentes niveles de déficit hidrico, un nivel constante de CO, ambiental de 400
pumol-CO2-mol™" aire, y diez niveles de radiacion PAR permitid generar curvas A-PAR, BioCap-

PAR, Biocap-A, BioCap-gs y BioCap-Deficit tal como se presentan en la Figura 20.

En la Figura 20 A, se puede apreciar la evolucidon de la tasa A en plantas Control representadas
por los puntos que aparecen en el limite superior de la nube de datos y aquella en plantas muy
estresadas como se aprecia en los puntos del limite inferior de la nube de datos. Los datos
comprendidos entre ambos limites corresponden a curvas A-PAR en plantas afectadas por

diferentes niveles de déficit hidrico en el sustrato.

En plantas Control y bajos niveles de PAR < 100 umol fotones-m?-s' se observaron valores
negativos en la tasa A reflejando condiciones de emisién de CO: por respiracion (Kabir et al.,
2023). El incremento de la radiacion PAR desde PAR50 hasta PAR1600 fue acompanado por un
incremento en A alcanzando valores de hasta 17.05 pmol CO2'-m?-s™ como es de esperar en

plantas sanas de pimiento morrén (Kabir et al., 2023).
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Igual que el caso anterior, la presentacion grafica de la BioCap en funciéon de la A (Figura 20 C),
gs (Figura 20 D) y déficit en la LAD (Figura 20 E) manifiesta una nube de datos dispersos con una
variacion entre 0.40 y 4.94 nF. para la BioCap, entre -2.25 y 17.05 uymol CO2-m?-s™ para la tasa
de fotosintesis, entre 3.88 y 190.63 mmol H.O-m2-s™! para la tasa de conductancia estomatica, y
entre 0 y 60% para el déficit en la LAD. La correlacion bivariada no manifiesta ninguna tendencia
con posible relacién causal/efecto entre las variables antes mencionadas a excepcion de las
correlaciones A-PAR y A-gs las cuales presentaron un coeficiente de correlacion positivo con un

valor de 0.83 y 0.95 respectivamente.

La evolucion de la tasa A en funcién de la concentracién COz intercelular afecta la actividad de la
Rubisco y la maxima tasa de transporte de electrones utilizados en la regeneracion de la RubBP
(Long & Bernacchi, 2003), y por tanto podrian modificar las permitividad de la hoja a la corriente

eléctrica.

El conjunto de curvas A-PAR en la Figura 20 A muestran los valores de la tasa A a diferentes
valores de PAR. La variacion en la intensidad comenzé en PARS0, subiendo gradualmente hasta
PAR1600. De manera general, en PAR50 se registraron valores de A entre -2.25 y 1.04 ymol
CO2'm?2-s™'., mientras que a PAR1600 se registraron valores de A entre 2.83 y 17.05 pymol CO2-m"

2'8_1.

La relacion entre la A y la gs (Figura 20 B) muestran una buena relacion lineal con tendencia
positiva entre ambas variables y un buen ajuste. La correspondencia lineal tiende a disminuir a
partir de una gs de 100 mmol H.O-m2-s™" con lo que la A aumenta a una menor proporcion. A
valores menores de gs le corresponden valores menores de A. En general, al tener una gs minima
de 3.88 mmol H,O-m2-s" se relaciona a una A de -1.52 de pmol CO2'm2:s™'y para una gs maxima

de 190.63 mmol H,O-m2:s" se relaciona a una A de 17.05 ymol CO2'm2-s™.

Por el contrario, al comparar la BioCap con la tasa A, reflejan una nube de datos que varian en
valores de BioCap entre 0.50 y 4.55 nF con una A de valores negativos. En cuanto a la mayor
tasa A, el valor de BioCap asociado, es de un valor de 2.67 nF. A pesar de la variabilidad, se nota
una tendencia de valores decrecientes; el mayor valor de BioCap con 4.95 nF se asocia con una
A de 0.19 pmol CO2'm2:s™'. A partir de este valor, los valores superiores de BioCap que se
registran a lo largo del eje horizontal van disminuyendo gradualmente y cada vez en menor

proporcion, hasta llegar a los 4.95 nF que corresponden a la A maxima.

43



18
. ° A . B
15 5 3 00, o
=~ : %® o0
12 8 g 0 & © o
o é o] ©) OO@ © ©
E(\l o © @ a % ) ©
o) 9 o @ O 8
O Q é g 4
© 6 8 8 g o
£ o g ©
=2 8 o
< 3 A % 8 g o ©
oJfid 8 8 & ¢ =
3 Q 500 1000 1500 100 150 200
PAR (umol fotones-m-2-s1)
gs (mmol H,0-m-2-s1)
D
(N
£
g
o o
(=)
2
-3 20C
A (umol CO,-m2-s1) gs (mmol H,0-m=2.s°1)
6
E
5
4
T, . ‘
~— Q o
=3 ng o . o
O 2 a o &
k= o §
@ 1 o5 a -
] 5u5u Q o a 4
0 f f f f f i
0% 10% 20% 30% 40% 50% 60%

Deficit en la LAFD

Figura 20. Evolucién de la biocapacitancia y variables de intercambio gaseoso en respuesta a diez niveles
de radiacion PAR (50, 100, 200, 400, 600, 800, 1000, 1200, 1400 y 16800 umol fotones-m=2.s1). A)
dispersion de datos A-PAR, B) dispersion de datos A-gs, C) dispersion de datos BioCap-A, D) dispersion
de datos BioCap-gs Y, E) dispersion de datos BioCap-Deficit en LAD. Los datos fueron generados durante
el desarrollo de curvas A-PAR en 30 plantas de pimiento morrén. Las barras verticales en la figura E
corresponden al error estandar de la poblacion.
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Un mismo comportamiento se observa en la relacién BioCap-gs (Figura 20 D). Para valores de gs
menores a 14.8 mmol H,O-m2-s™' les corresponde una gran variedad de valores de BioCap que
van desde 0.428 hasta 4.95 nF, el cual es el valor maximo registrado. A partir de éste, los valores
maximos que se distribuyen a lo largo del eje horizontal disminuyen gradualmente y cada vez en
menor proporcion, hasta los 2.67 nF que corresponden al valor maximo de gs con 190.63 mmol
H.O-m2-s1,

Ante una curva A-PAR, la relacién entre la BioCap y el déficit en la LAD no representan una
asociacion matematica lineal entre las variables, al haber una gran dispersion de datos. A un valor
de déficit de LAD del 11.0% se le asocian valores promedios de BioCap de 0.83, 0.89 y 2.75 nF
y a un déficit de LAD del 57% se le asocia un valor de BioCap de 2.66 nF. En cuanto al valor
promedio maximo de BioCap con 3.74 nF, le corresponde un valor de déficit de LAD del 34% y

para el menor minimo de BioCap de 0.50 nF, le corresponde un valor de déficit de LAD del 49%.

V1.6 Analisis multivariable en curvas A-PAR

La implementacion de un nuevo analisis de correlaciones multiples sobre las series de datos
generados durante el desarrollo de curvas A-PAR permitié obtener la matriz que se presenta en
la Figura 21, en la cual se presentan los coeficientes de correlacién entre las variables de BioCap,
déficit hidrico en LAD, intensidad de la PAR, la A, la gs, déficit de presion de vapor en la hoja

(Vpdyp), la temperatura de la hoja (Tiear) y la temperatura del aire (Tar).

Los datos de BioCap manifestaron una correlacion significativa y positiva con los datos de la gs
(Corr: 0.15) y otra negativa con la Tiear (Corr: -0.15) y la radiacion PAR (Corr: -0.24). A parte de
la BioCap, las correlaciones mas significativas se identificaron entre datos de Tiear y de Tar (Corr:
0.63), entre Ay PARIi (Corr: 0.84) y entre Ay gs (Corr: 0.95), como era de esperar dada la estrecha
relacion entre dichas variables y como fue ampliamente reportado en la literatura cientifica (Kabir
et al., 2023).

A las variables seleccionadas se les aplicé un modelo de DT (Figura 22) como modelo de
aprendizaje automatico para tomar decisiones basadas en los datos de las curvas A-PAR para
determinar cual de ellas contribuye mas en el modelo predictivo usado para clasificar los datos
de acuerdo con el nivel de déficit hidrico de la LAD. Se aplicé un maxdepth de 20 niveles con un
minsplit de, al menos, 20 observaciones. Se cred un conjunto de entrenamiento y validacion del
70% y 30%, respectivamente, a partir del conjunto total de datos tomados para las curvas A-PAR,
con el cual se determind la importancia de las variables para predecir la clasificacion del déficit
hidrico. Al entrenar el modelo se evalud y se cred una Matriz de confusién (Cuadro 10) con la cual

se evaluo el desempefio de éste y con ello se determiné su efectividad y precision.
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El modelo predijo y clasificé a 49 muestras como déficit “Control”’, 1 en “D-leve” y 1 en “D-
moderado”, cuando todas correspondian a “Control”, clasificé a 2 como “Control”, 19 en “D-leve”
y 0 en “D-moderado”, cuando todas se encontraban en déficit “D-leve” y clasificé a 5 como
“Control”, 1 como “D-leve” y 11 como “D-moderado” cuando todas correspondian a un déficit “D-
moderado”. D-severo fue excluido del analisis debido a la insuficiencia de datos y a la presencia
de patrones atipicos que distorsionaban los resultados. Estos datos atipicos afectaban
negativamente la precision de las correlaciones, por lo que se decidié omitir este tratamiento para

asegurar la validez y fiabilidad del analisis.

El modelo actud con una precisién de 0.88 (Accuracy) y con un intervalo de confianza (Cl) del
95% (Cuadro 11).

Cuadro 10. Matriz de confusion. Clasificacién estimada en comparacién con datos de referencia.

Referencia

Prediccién Control D-leve D-moderado

Control 49 1 1

D-leve 2 19 0

D-moderado 5 1 11
Cuadro 11. Estadisticas de la Matriz de confusién.

Estadistica Valor

Precision’ 0.89

Cl 95%?2 (0.80, 0.94)

Tasa de no informacion® 0.63

Valor p (Acc > NIR)* 4.01e-08

Coeficiente Kappa® 0.80

Valor p prueba de Mcnemar® 0.26

Precision del modelo, que indica la proporcién de predicciones correctas.

2Intervalo de confianza del 95% para la precision del modelo.

3Tasa de no informacion, que es la precision que se obtendria prediciendo siempre la clase mayoritaria.

“Valor p para la prueba de hipotesis de que la precision del modelo es mayor que la tasa de no informacion.
SCoeficiente Kappa, que mide la concordancia entre las predicciones del modelo y las observaciones reales, ajustada
por la probabilidad de concordancia aleatoria.

6Valor p para la prueba de McNemar, que compara las predicciones del modelo con las observaciones reales en un
contexto de clasificacion.

En las estadisticas por clases (Cuadro 12), en sensibilidad, para la clase “Control”, el modelo tuvo
una sensibilidad es 0.87, lo que significa que el 87.50% de las instancias reales de “Control” se
clasificaron correctamente. Para la clase “D-leve”, la sensibilidad es 0.90, lo que indica que el
90.48% de las instancias reales de “D-leve” se clasificaron correctamente. Para la clase “D-
moderado”, la sensibilidad es de 0.91, lo que significa que el 91.67% de las instancias reales de
“D-moderado” se clasificaron correctamente. En especificidad, para todas las clases, la

especificidad es alta, 93.94% para “Control”, 97.06% para “D-leve” y 92.21% para “D-moderado”,
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lo que indica que las instancias reales de “Control” se clasificaron correctamente en un alto
porcentaje. En precision, para la clase “Control”, el valor predictivo positivo es del 96.08%, lo que
significa que ese porcentaje de las predicciones positivas para “Control” fueron correctas. Para
las clase “D-leve”, el valor predictivo positivo es del 90.48%, lo que significa que ese porcentaje
de las predicciones positivas para “D-leve” fueron correctas y, para la clase “D-moderado”, el valor
predictivo positivo es de 64.71%, lo que indica que ese porcentaje de las predicciones positivas
para “D-moderado” fueron correctas. También en precisidn, para el valor predictivo negativo de la
clase “Control”, fue del 81.58%, lo que significa que ese porcentaje de las predicciones negativas
para “Control” fueron correctas. Para la clase “D-leve”, es del 97.06% lo que indica que ese
porcentaje de las predicciones negativas para “D-leve” fueron correctas. Y para la clase “D-
moderado” el 98.61% de las predicciones negativas para “D-moderado” fueron correctas. En
cuanto a prevalencia, el 62.92% de las instancias son de la clase “Control”, el 23.60% son de la
clase “D-leve” y el 13.48% son de la clase “D-moderado”. En cuanto a deteccion, el 55.06% de
las instancias de “Control” se clasificaron correctamente, asi como el 21.35% de las instancias
de “D-leve” y el 12.36% de las instancias de “D-moderado”. En la prevalencia o proporcién de
instancias clasificadas como positivas en cada clase, el 90.72% de las instancias se clasificaron
como “Control”, el 93.77% como “D-leve” y el 91.94% como “D-moderado”. Por ultimo, la precision
equilibrada, para la clase “Control” se tuvo que un promedio de sensibilidad y especificidad de
90.72%, para el “D-leve” de 93.77% y para el “D-moderado” 91.94%).

Cuadro 12. Estadisticas por clase

Clase Control D-leve D-moderado
Sensibilidad' 0.88 0.90 0.92
Especificidad? 0.94 0.97 0.92
Precision de las predicciones positivas® 0.96 0.90 0.65
Precision de las predicciones negativas® 0.82 0.97 0.99
Prevalencia* 0.63 0.23 0.13
Tasa de deteccion® 0.55 0.21 0.12
Prevalencia de deteccion® 0.57 0.23 0.19
Precisién equilibrada’ 0.91 0.94 0.92

'Mide la capacidad del modelo para identificar correctamente las instancias positivas.

2Mide la capacidad del modelo para identificar correctamente las instancias negativas (clase “Control”).
3Mide la precision de las predicciones positivas y negativas realizadas por el modelo.

“Representa la proporcidn de instancias reales en cada clase.

5Es la proporcion de instancias correctamente clasificadas en cada clase.

6Es la proporcién de instancias clasificadas como positivas en cada clase.

"Es el promedio de sensibilidad y especificidad.

Posteriormente, al visualizar la importancia de las variables se encontré una clasificacion clara
de los niveles de contribuciéon de cada una (Cuadro 13) para predecir el déficit hidrico en LAD,

siendo el Tar la mas alta (54.18), seguido de BioCap (48.09), déficit de presién de vapor en la
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hoja (VpdL) medido en KPa (36.92), Tiear (31.01), gs (24.16), la tasa A (9.11) y por ultimo la PAR
(7.80). Estos coeficientes no representan porcentajes, pero a un valor mayor de la variable

representa una mayor importancia en la toma de decisiones del arbol DT.

Cuadro 13. Importancia de las variables en el modelo predictivo para la clasificacién del déficit hidrico en
la LAD.

Variable Importancia

1 Tar 54.18
2 BioCap 48.09
3 Vpd 36.91
4 Tiear 31.01
5 ¢gs 24.16
6 A 9.11

7 PAR 7.80
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Figura 21. Matriz de correlaciones con comparacion de variables. BioCap: biocapacitancia eléctrica. Déficit: déficit hidrico en funcion de la LAD.
PARI: PAR. Photo: tasa A. Cond: gs. VpdL_kPa: déficit de presién de vapor en la hoja (VpdL) medido en KPa. Tleaf: Temperatura de la hoja (TLeaF).
Tair: Temperatura del aire (Tar). Def_Cat: Categorias definidas como “Control”, “D-leve” y “D-moderado”, de acuerdo con el nivel de déficit de LAD.
“D-severo” se excluyé del analisis debido a la insuficiencia de datos.

49



Control
D-leve
D-maoderado

a7 23 20

100%
Tleaf >= 30 -—.

.33 66 .02

53 13 24

B0%
BioCap >= 572

{Contral)

&7 13 19
T5%
Tair »= 30 @DD
58 A7 24
59%
(Contral) Tair <30
E2 12 28
55%
&6 13 20
20%
(Controp) Tiear=31 (Controp
7115 14 48 DB 45
39% 10%
Blocap < 1668 PP G moderacy)
E2 29 10 33 05 58
21% 5%
——Tair >= 29 VpdL_kPa<28
42 45 12
13%
Vde_kPa <31 —
53 31 16
1%
VpdL_kPa >
33 43 24
7%
Tair < 29

20%
BioCap < 1153

{Control) (Control? {Control) (Control} {Contral) (D-leve? (Control} @untrolj([)—modera-muderadc@-mnderad@@ontrc@ @-_Ie@

1.00 00 00 52 00 45 96 00 04 91 09 00 V1 20 00 A4 50 36 00100 00 100 00 00 75 .25 00 42 .00 &5 .20 00 &80
)

13% 18% 8%

A5 77 05 00 00400 93 05 .00
e

Figura 22. Estructura jeradrquica utilizada para la toma de decisiones, con valores de curvas de asimilacién A-PAR.

03 83 02
14%

50



VIl. DISCUSION

La programacion de riego en base a las propiedades hidrodinamicas del sustrato y la
evolucion del déficit en la LAD permitié impactar los valores de potencial hidrico foliar y por
consecuente las variables de intercambio gaseoso a nivel foliar obteniendo. Como resultado, se
obtuvieron valores similares a los reportados en plantas de pimiento morrén por Delfine et al.
(2002). La imposicion del déficit hidrico impacto el potencial hidrico del tallo y en la respuesta de
la A a la intensidad de luz PAR, asi como a la concentracion de CO- intercelular creando por tanto
las condiciones experimentales deseadas para estudiar el comportamiento de la BioCap y su

potencial correlacion con las variables antes mencionadas.

El capacitometro BC CIQA ensamblado en este estudio mostro alta precision para leer
capacitancia tanto en capacitores industriales como en configuraciones propias del presente
estudio que involucraron al tejido de la hoja como medio dieléctrico. Su operacion fue estable y
precisa, pero se interrumpia a la hora de medir en hoja, particularmente en hojas de planta con
optimas condiciones de humedad en el sustrato. La revision del disefio y mecanismo de operacion
del BC_CIQAlleva a pensar que esta anomalia fue producida por incrementos en la permisividad
del complejo medio dieléctrico entre los electrodos del BC_CIQA, hasta niveles superiores al flujo
de la corriente de alimentacion. Dicha permisividad hizo que el tiempo de lectura (At en Ecuacion
9) tendiera hacia el infinito impidiendo por tanto el cierre del bucle de medicion. Esta problematica
podria ser superada sustituyendo la resistencia constante de la serie RC por una resistencia
dinamica apta para configuracion digital y por tanto para automatizar los ajustes del BC_CIQA en
tiempo real cada vez que el tiempo de lectura supere un umbral predeterminado. Por otro lado,
en la literatura se proponen mejoras para abordar problemas similares en la medicion de
capacitancia. Dean y Rane (2010) sugieren una técnica mejorada que utiliza un interruptor
analogico para descargar completamente los condensadores antes de cada ciclo de medicion.
Aunque su enfoque se basa en un circuito diferente y de menor capacidad, este método emplea
un pulso estrecho para la descarga y una fase prolongada para la medicién, lo que puede ayudar
a superar problemas relacionados con la variabilidad en la permisividad dieléctrica y el tiempo de
lectura. Estas propuestas destacan enfoques utiles que podrian ser considerados para optimizar
mediciones similares en sistemas como el BC_CIQA. Estas adecuaciones no fueron
implementadas en este estudio por limitacion de tiempo para producir nuevas plantas y leer las
variables eco fisioldgicas de interés; asi, se optd por seguir adelante con los ensayos vy realizar

lecturas de biocapacitancia mediante el equipo medidor LCR.
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La deshidratacion progresiva de una hoja aislada de pimiento morrén, expuesta al aire libre en
condiciones de laboratorio, resulté en un descenso progresivo del peso de la misma. Sin
embargo, este descenso en el peso no es la causa directa de la disminucion en los valores de
potencial hidrico y de BioCap observados en la Figura 11. Mas bien, estas disminuciones en
ambas variables se deben principalmente a la pérdida de agua en los tejidos de la hoja. A medida
que el agua se libera éstos, se produce una disminucion en la presion interna de las células,
afectando negativamente tanto el potencial hidrico como las propiedades eléctricas de la hoja
(BioCap). Por lo tanto, la disminucion de los valores en estas variables esta vinculada

directamente a la pérdida de agua, y no simplemente a la reduccién del peso de la hoja en si.

Los valores puntuales de Biocapacitancia mostraron una correlacién significativa (r>=0.98) con el
estado hidrico de la planta sea en hoja aislada (Figura 12) como en un grupo de plantas
previamente adaptadas a PARS0 y expuestas a diferentes niveles de déficit en la LAD (Figura
15). Una semejante relacién fue reportada por Kim et al. (2019) utilizando un circuito impreso bajo
vacio en la superficie de la hoja como si fuera un tatuaje que les permitié registrar un significante
descenso (70%) en la capacitancia de la membrana celular cuando la hoja de Hosta perdié un
13% de su contenido de agua. Los autores asociaron este fendmeno a una posible ruptura de la
membrana celular acompafada con la fuga de iones a los espacios intercelulares que terminan
incrementando la conductividad eléctrica del medio. Esta tendencia fue alterada en plantas
previamente adaptadas a PAR1200 (Figura 15) por una posible modificacion en la estructura del
tejido de la hoja tal como lo reportaron Kong et al. (2016) cuando estudiaron el efecto de la
intensidad de luz sobre las caracteristicas fotosintéticas, la estructura de protoplastos y el
contenido de alcaloides in Mahonia bodinieri (Gagnep.) Laferr. Después de 6 meses bajo
diferentes tratamientos de irradiacion, Kong et al., (2016) reportan significantes diferencias en
cuanto a grosor de la hoja y cambios en la estructura de los tejidos internos. A mayor intensidad
de luz, mas notorio fue la presencia de células esclerénquimas mas pequefas en la hipodermis
y menor fue el numero de cloroplastos en el tejido del parénquima. Cuando las células de la planta
sufren estrés bidtico o abidtico, o presentan cambios estructurales, se generan cambios en la
composiciéon y permeabilidad idénica que produce significantes cambios en sus parametros
eléctricos (El-rayes & Ulaby, 1987; Yan etal.,, 2009). Este principio es fundamental para
comprender como los cambios en el estado hidrico y en la estructura de los tejidos pueden influir
en la BioCap a nivel foliar de las plantas. En el contexto de nuestro estudio, estas alteraciones de

la BioCap reflejan las variaciones en el estado hidrico de la planta.
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La evolucion de los valores de BioCap registrados durante el desarrollo de curvas A-C; (Figura
16) y A-PAR (Figura 20) no presentd tendencias bivariantes significativas con las variables de
intercambio gaseoso a nivel foliar. Esto podria ser asociado a la baja frecuencia de medicion (42
Hz) cuyo campo eléctrico resultante entre los electrodos del sensor permea en los espacios
intercelulares sin alcanzar los espacios intracelulares (Bergin et al., 2022), o bien a una débil
contribucién a la constante dieléctrica del medio por los compuestos bioquimicos activos durante
el proceso de fotosintesis. Asami y et al. (1996), reportaron nula contribuciéon a la constante

dieléctrica del medio por las proteinas presentes en el citoplasma de eritrocitos.

La elaboracion de una matriz de correlaciones multiples, el despliegue de un arbol de clasificacion
y el computo del indice de Gini resaltaron de nuevo la importancia de la BioCap por debajo de la
Tar Y la TLear pero por encima de la A y la gs sea durante el desarrollo de curvas A-C; o curvas
A-PAR, indicando el papel de dicha variable y la necesidad de realizar estudios adicionales con
fines de definir mejor su variacién en el tiempo y en relacion con otras variables como el

crecimiento del fruto, la superficie de una hoja o la longitud de un tallo.

Por otro lado, los resultados han mostrado como la PAR afecta las variables ecofisiologicas en
las plantas, ya sea a un nivel de adaptacion de la planta o de un cambio instantaneo en la
intensidad de la PAR. La histéresis presentada sugiere que la fotosintesis no responde de manera
idéntica al aumento y la disminucidn en la intensidad de la PAR, lo cual puede ser por procesos
de ajuste y recuperacion en las plantas que afectan su eficiencia fotosintética y parece estar
influenciada por la historia de exposicion a la luz de las plantas, lo que podria implicar la presencia
de una “memoria” fotosintética en la planta, lo cual ha sido notado por otros autores (Adams et al.,
2016; Serddio et al., 2022).

En resumen, el estudio de la BioCap en relacion con el potencial hidrico del tallo y la radiacion
PAR revela patrones complejos de adaptacion y respuesta fisioldgica en las plantas, destacando

su viabilidad como una herramienta valiosa en la investigacion.

El presente estudio se centré en estudiar la utilidad de la biocapacitancia eléctrica como un
indicador del estado hidrico de la planta y de la tasa de asimilacion de CO, a través de la
generacion de un gradiente de déficits en la ldmina de agua disponible, en la intensidad de la
PAR y en la [CO2]. Aunque se abordd la relacion entre la BioCap y la tasa de asimilacion de CO.,
la complejidad de analizar estas variables bajo condiciones variables de luz y CO; presenté
desafios significativos. La integracién y analisis de estos datos resultaron ser complicados y

extienden la discusién mas alla de los limites practicos del estudio.
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A pesar de que la BioCap no mostré una correlaciéon directa con ninguna variable de manera
aislada, el modelo de DT revel6 que la BioCap es una variable crucial para clasificar el nivel de
déficit hidrico en la lamina de agua disponible. Esto subraya la utilidad practica de la BioCap en
la gestion del riego, ofreciendo una alternativa accesible frente a métodos mas complejos y
costosos.
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VIll. CONCLUSIONES
El capacitometro “BC_CIQA” a base de corriente continua propuesto en esta tesis presento
limitaciones de funcionamiento para medir la capacitancia en la hoja con propiedades dieléctricas

variables.

El capacitometro a base de corriente alterna y ajustes automaticos supero las limitaciones
encontradas con el BC_CIQA, pero su operacién a baja frecuencia de 42 Hz no permitié percibir
los posibles efectos derivados de los cambios en la magnitud de las tasas de intercambio

gaseoso.

Las lecturas periddicas y puntuales de biocapacitancia correlacionaron negativamente con el
déficit hidrico impuesto en plantas de pimiento morrén, pero no respondié igual ni correlaciono

con las variables de intercambio gaseoso durante la evolucion de las curvas A-PAR y A-Ci.

El modelo predictivo implementado en R, utilizando DT, pudo resaltar la importancia de la BioCap
para identificar con alta precision el nivel de estrés impuesto sobre las plantas bajo estudio. Por
ello, se necesitan mejoras en el dispositivo de medicién BC_CIQA para generar series temporales
continuas (24/24 h) de biocapacitancia y enfocar los futuros estudios sobre la biocapacitancia y

su relacién con la evolucion del estado hidrico en plantas.
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IX. PERSPECTIVAS

Considerando la experiencia y resultados obtenidos en el presente estudio, se pueden
identificar varias areas de oportunidad para mejorar los resultados en futuros estudios. En primer
lugar, se considera necesario revisar el disefio del circuito eléctrico BC_CIQA para abordar
situaciones en las cuales el tiempo de medicién At en la ecuacion 9 tiende hacia el infinito. Una
posible solucion seria sustituir la resistencia constante del circuito RC por una resistencia variable

con posibilidad de su configuracion de forma digital desde la tarjeta Arduino.

En segundo lugar, conviene estudiar la biocapacitancia a diferentes frecuencias de corriente
alterna para estudiar las contribuciones parciales de cada uno de los componentes del complejo
dieléctrico formado por los tejidos, organulos y compuestos quimicos presentes al interior de la
hoja. Dicho estudio necesita ser acompafiado de una caracterizacién anatomica por imagenes de
microscopia para identificar los diferentes componentes, su estructura y sus interacciones, asi
como revisar su posible semejanza a circuito eléctricos por medio de modelos y técnicas de

simulacion.

Finalmente, para analizar y modelar los datos recopilados, se propone emplear técnicas
avanzadas de analisis de datos, como arboles de decision, bosques aleatorios 0 maquinas de
soporte vectorial. Estos modelos pueden ayudar a identificar patrones complejos entre las
mediciones de BioCap, los parametros ambientales (el déficit hidrico de LAD, intensidad de la
PAR y la [CO2]rer) y las respuestas ecofisioldgicas de las plantas. Esto permitiria avanzar en la
comprension de como la BioCap puede utilizarse como un indicador no invasivo y potencialmente
sensible a las condiciones ambientales y del estado fisioldgico de las plantas de pimiento morrén.
Esto no s6lo amplia el potencial de la capacitancia eléctrica como herramienta de diagnéstico en
la investigacion agrondmica, sino que también abre nuevas posibilidades para la monitorizacion

y el manejo de cultivos en condiciones variables y dinamicas en el tiempo.
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ANEXOS

Cddigo para analisis y comparacion de variables en curvas A-Ci:

#Llamado de librerias

library(ggplot2)  # Para crear graficos.

library(GGally) # Para crear graficos de pares y analisis exploratorio de datos.
library(dplyr) # Para manipulacioén de datos.

library(readxl) # Para leer archivos Excel.

library(rpart) # Para crear arboles de decision.

library(rpart.plot) # Para graficar arboles de decision.

library(caret) # Para entrenamiento y evaluacion de modelos.

# Establecer el directorio de trabajo

setwd("C:/Users/lenovo/OneDrive/Documentos/MC Agroplasticultura/Tesis_ MAP - Ismael Mateos
Hernandez/5_Datos/5_Analisis")

#setwd() establece el directorio de trabajo donde se encuentran los archivos de datos.

#E| directorio de trabajo se cambia al especificado.

#Facilita el acceso a los archivos de datos necesarios. Evita tener que especificar rutas completas

cada vez que se lee un archivo.

# Leer los datos desde Excel

d <- read_excel("Curvas.xlsx", sheet = "A-Ci", range = paste0("A1:P181"))
#read_excel() lee datos desde un archivo Excel.

#Los datos del rango especificado se cargan en el dataframe d.

#lmportacion de datos. Permite trabajar con datos externos almacenados en Excel.

#Seleccionar datos

dx<-d%>%select(BioCap, Déficit,Photo,Cond, CO2R,Ci, Tleaf, Tair)
dx

range(dx$Déficit)

res_def<-summary(dx$Déficit)

res_def

#dx$Déficit<-factor(dx$Déficit)
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#dx$CO2<-factor(dx$CO2)

categorias_def<-c(0, 0.2, 0.4,0.6)

label _def<-c("Control", "D-leve","moderado")
Def_cat<-cut(dx$Déficit, categorias_def, label_def)
dx$Def_cat<-Def cat

#select() selecciona columnas especificas; summary() proporciona un resumen estadistico;
factor() convierte una variable en un factor; cut() categoriza los datos.

#Se seleccionan y manipulan columnas especificas de los datos, se resumen y se categoriza la
variable Déficit.

# Preprocesamiento de datos. Facilita el analisis y la visualizacion de datos, y prepara los datos

para modelado.

#Comparacion de variables
G1 <- ggpairs(dx, mapping = aes(color = Def_cat))
# Ajustar las fuentes de las etiquetas de los ejes y titulos
G1 <- G1 + theme(
strip.text = element_text(size = 12, face = "bold"), # Titulos de las facetas en negrita y tamafio
12
axis.title = element_text(size = 12, face = "bold"), # Etiquetas de los ejes en negrita y tamafio 12
axis.text = element_text(size = 10, face = "bold") # Texto de los ejes en negrita y tamafio 10
)
# Mostrar el gréfico ajustado
print(G1)

# ggpairs() crea graficos de pares.

#Se generan graficos exploratorios de las variables.

#Analisis exploratorio de datos (EDA). Permite visualizar relaciones entre variables.
#Crear datos para entrenamiento

# Elimina las filas con valores NA

dz <- na.omit(dx)

# Crea el indice para dividir los datos en conjuntos de entrenamiento y validacion
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index <- createDataPartition(dz$Def _cat, p = 0.7, list = FALSE)

# Divide los datos en conjuntos de entrenamiento y validacion
train <- dz[index, ]

val <- dz[-index, ]

# Elimina la columna "Déficit" de dz
dz$Déficit <- NULL

#na.omit() elimina filas con valores NA; createDataPartition() crea particiones de datos.
#Los datos se dividen en conjuntos de entrenamiento y validacion.
#Preparacion de datos para modelado. Separa los datos para entrenamiento y evaluacion del

modelo.

#Crear arbol de decision
control<-rpart.control(maxdepth = 20, minsplit = 20)
mod1<-rpart(data = dz,

formula = Def_cat~.,

method = "class",

control = control)
mod1

rpart.plot(mod1)

#rpart() crea un modelo de arbol de decision; rpart.plot() grafica el arbol.
#Se crea y visualiza un arbol de decision.

# Modelado predictivo. Permite hacer predicciones y entender la importancia de las variables.

#Crear prediccion y evaluaciéon del modelo
P<-predict(mod1, newdata = val,type="class")
P

Pf<-factor(P)

levels(Pf)

levels(Pf)

levels(val$Def_cat)
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CM<-confusionMatrix(reference = Pf, data = val$Def_cat)
CM

#predict() realiza predicciones; confusionMatrix() evalta el desempeno del modelo.
#Se obtienen predicciones y se evalua el modelo.

#Evaluacion de modelos predictivos. Determina la precision y efectividad del modelo.

#Visualizar la importancia de las variables
rpart.plot(mod1, cex = 0.7, extra = 104, under =T)
plot(mod1$variable.importance)
plot(varimp(mod1, scale=T))
Importancia<-mod1$variable.importance
var.imp<-as.data.frame(Importancia)
var.imp$Variables<-rownames(var.imp)
row.names(var.imp)<-NULL

var.imp

G3<-ggplot(data = var.imp)+geom_col(aes(x=Variables, y=Importancia))
G3

#plot() visualiza la importancia de variables; ggplot() crea un grafico de barras.
#Se visualiza la importancia de las variables del modelo.
#Interpretacion de modelos. ldentifica qué variables son mas importantes para el modelo

predictivo.

# Calcular la suma total de importancias

total_importancia <- sum(var.imp$Ilmportancia)

# Normalizar las importancias

var.imp$Importancia_normalizada <- (var.imp$Importancia / total_importancia) * 100

# Mostrar el dataframe con las importancias normalizadas en la consola

print(var.imp)
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Cddigo para analisis y comparacion de variables en curvas A-PAR:

#Llamado de librerias
library(ggplot2)
library(GGally)
library(dplyr)
library(readxl)
library(rpart)
library(rpart.plot)

library(caret)

# Establecer el directorio de trabajo
setwd("C:/Users/lenovo/OneDrive/Documentos/MC Agroplasticultura/Tesis_ MAP - Ismael Mateos

Hernandez/5_Datos/5_Analisis")

# Leer los datos desde Excel
d <- read_excel("Curvas.xlsx", sheet = "A-PAR", range = paste0("A1:L300"))

dx<-d%>%select(BioCap, Déficit,PAR,Photo,Cond,VpdL_kPa,Tleaf, Tair)
dx

range(dx$Déficit)

res_def<-summary(dx$Déficit)

res_def

#dx$Déficit<-factor(dx$Déficit)
#dx$PAR<-factor(dx$PAR)

categorias_def<-c(0, 0.2, 0.4,0.6)
label_def<-c("Control", "D-leve","D-moderado")
Def_cat<-cut(dx$Déficit, categorias_def, label_def)
dx$Def cat<-Def cat

G1 <- ggpairs(dx, mapping = aes(color = Def_cat))
G1 <- G1 + theme(

strip.text = element_text(size = 12, face = "bold"), # Titulos de las facetas en negrita y tamano
12

axis.title = element_text(size = 12, face = "bold"), # Etiquetas de los ejes en negrita y tamafio 12
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axis.text = element_text(size = 10, face = "bold") # Texto de los ejes en negrita y tamafo 10

)
print(G1)

dz<-na.omit(dx)

index<-createDataPartition(dz$Def_cat, p=0.7, list = F)
train<-dz(index,)

val<-dz(-index,)

dz$Déficit<-NULL

control<-rpart.control(maxdepth = 20, minsplit = 20)
mod1<-rpart(data = dz,
formula = Def _cat~.,
method = "class",
control = control)
mod1
rpart.plot(mod1)
P<-predict(mod1, newdata = val,type="class")
P
Pf<-factor(P)
levels(Pf)
levels(Pf)
levels(val$Def cat)
CM<-confusionMatrix(reference = Pf, data = val$Def_cat)
CM

rpart.plot(mod1, cex = 0.7, extra = 104, under =T)

plot(mod1$variable.importance)
plot(varimp(mod1, scale=T))

var<-mod1$variable.importance
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var.imp<-as.data.frame(var)
var.imp$Names<-rownames(var.imp)
row.names(var.imp)<-NULL

var.imp

G3<-ggplot(data = var.imp)+geom_col(aes(x=Names, y=var))
G3
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