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Resumen

APLICACION DE EXTRACTOS HIDROTERMICOS DE MACROALGAS COMO
BIOESTIMULANTES EN PLANTAS DE TOMATE
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La degradacion de los recursos naturales asociada a la utilizacién de grandes
cantidades de fertilizantes quimicos ha impulsado a la basqueda de nuevas
alternativas para la agricultura. El objetivo de esta investigacion es estudiar el
efecto bioestimulante de extractos hidrotérmicos de tres macroalgas marinas
mexicanas sobre plantas de tomate. La investigacion se inicio6 con la
caracterizacion (azucares totales , fenoles, proteinas, capacidad antioxidante,
sulfatos, fitohormonas, perfil de monosacaridos y minerales) de las macroalgas
Macrocystis pyrifera, Sargassum spp. y Eisenia arborea y los extractos acuosos
(origen hidrotérmico) a partir de éstas. Se realizé el establecimiento del cultivo
de tomate de la variedad Sun 7705 en un invernadero, el disefio experimental
utilizado fue de blogues completamente al azar con tres tratamientos y un
testigo, con un total de 15 repeticiones por tratamiento. Las aplicaciones de los
extractos se realizaron via foliar y via drench a una dosis de 3 L/ha al momento
del trasplante, floracion y al llenado del primer racimo. Las variables evaluadas
al cultivo estan ligadas al crecimiento, calidad nutraceutica y tolerancia a estrés.
Los resultados de la caracterizacion permitieron establecer que la macroalga y
el extracto con el mayor contenido de los compuestos evaluados fue el de la
especie E. arborea. En cuanto a las variables asociadas al crecimiento, el
extracto que mostré6 mejores resultados fue el de Sargassum spp. via foliar y via
drench, y en cuanto al rendimiento, el mejor extracto fue el de E. arborea via
drench. El extracto con el mayor contenido de minerales, fue el extraido de la M.
pyrifera y la macroalga Sargassum spp. En cuanto a la calidad nutracéutica del
fruto y tolerancia al estrés, los extractos que mostraron mejores resultados
fueron los de E. arborea tanto via foliar como via drench y Sargassum spp. via

foliar.

Palabras clave: Macrocystis pyrifera, Sargassum spp., Eisenia arborea,

tolerancia a estrés.
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The degradation of natural resources associated with the use of chemical
fertilizers has prompted the search for new alternatives. It is for this reason that
the objective of this research is to study the biostimulating effect of hydrothermal
extracts of three marine macroalgae over tomato plants. The research began
with the physic-chemical characterization (total sugars, phenols, proteins,
antioxidant capacity, sulfates, phytohormones, monosaccharides profile and
minerals) of macroalgae and aqueous extracts (hydrothermal extraction),
specifically, Macrocystis pyrifera, Sargassum spp and Eisenia arborea. The
establishment of tomato cultivation Sun 7705 variety, was carried out in a
greenhouse, the experimental design evaluated was completely randomyzed
blocks, with three treatments and one control, resulting a total of 15 repetitions
per treatment. The applications of the extracts were done by foliar and via
irrigation at a dose of 3 L / ha at the time of transplanting, flowering and filling
the first cluster. The variables evaluated for the crop are linked to growth,
nutraceutical quality andstress tolerance. The results of the characterization
indicate that the macroalga and the extract with the highest content of these
compounds were with E. arborea. Regarding the variables associated with
growth, the treatment that showed the best results was Sargassum spp. via
foliar and via irrigation, and in terms of yield, the best treatment was that of
E. arborea via irrigation. The aqueous extract with the highest mineral content
was M. pyrifera and the macroalga Sargassum spp. In terms of nutraceutical
quality of the fruit and tolerance to stress, the treatment that showed the best
results were extracts of E. arborea both via foliar and via irrigation, and
Sargassum spp. via foliar.

Keywords: Macrocystis pyrifera, Sargassum spp., Eisenia arborea, stress

tolerance.
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INTRODUCCION
La actividad agricola ha provocado impactos negativos en la naturaleza debido
a la aplicaciéon de un alto volumen de agroquimicos (Garcia-Gutiérrez et al.
2012). Debido a esto hoy en dia se esta promoviendo el uso de bioestimulantes,
los cuales son sustancias o microorganismos aplicados a las plantas con el
objetivo de mejorar la eficiencia nutricional, la tolerancia al estrés y/o los rasgos
de calidad de los cultivos, independientemente de su contenido de nutrientes
(Jardin 2015). Las algas marinas representan una fuente importante de
compuestos Unicos con una gran variedad de actividades biolégicas que
pueden explotarse para diferentes propésitos, razén por la cual grupos de
investigacion han centrado su atencion en la extraccion y evaluacion de los
productos de alto valor agregado (Cervantes-Cisneros et al.,, 2017).
Recientemente, los extractos de algas marinas se han utilizado como
bioestimulantes, ya que anteriormente su uso en la agricultura se limitaba como
fertilizante o fuente de materia organica. Los extractos de algas marinas
contienen macromoléculas y metabolitos de importancia en el metabolismo de
las plantas, los cuales son obtenidos de la extraccién o solubilizacion del alga
(Gonzéalez, 2004). La aplicacion de extractos de algas marinas ha mostrado
una amplia variedad de respuestas beneficiosas en plantas cultivadas
(Rodriguez, 2016). Entre las técnicas utilizadas para la extraccion de
biomoléculas se destaca la extraccién hidrotérmica, el uso de tecnologias
modernas en el proceso hidrotermico de altas presiones se ha aplicado debido
a sus diversas ventajas como tecnologia ecoldgica, incluido el uso minimo o
nulo de reactivos corrosivos y contaminantes, lo que aumenta la viabilidad de
utilizar los compuestos recuperados de alto valor en los alimentos, campos
alimentarios, farmacéuticos y de biorrefineria (Ruiz et al. 2013a,b y Ruiz et al.
2015a,b). El proceso hidrotérmico describe la accién del agua a temperatura y
presién elevadas, en términos generales; Se define como reacciones que
ocurren en soluciones acuosas a alta temperatura y presion en un sistema
cerrado debido a los cambios fisicoquimicos en las propiedades del agua,

incluyendo la densidad, la constante dieléctrica y los productos i6nicos. Un



mayor rendimiento de extraccion, un tiempo de proceso mas corto, el
mantenimiento de la bioactividad de los compuestos obtenidos y el bajo impacto
ambiental son algunas de las ventajas de los procesos hidrotérmicos
(Rodriguez-Jasso et al. 2013, Ruiz et al. 2015b, Cervantes-Cisneros et al.,
2017). Especificamente para las macroalgas, el proceso hidrotérmico se ha
utilizado para el fraccionamiento de varias biomasas vegetales con el fin de
extraer productos de alto valor agregado y compuestos bioactivos, como la
extraccion de alginato, fucoidan, manitol, galactano, etc, asi como para la
produccién de oligosacaridos a partir de diferentes polimeros y como
pretratamiento para la produccion de bioetanol. Ademas, dependiendo de la
especie de macroalga y las condiciones de extraccion, se pueden obtener
diferentes compuestos como polisacaridos, vitaminas, minerales, antioxidantes
y proteinas (Balboa et al. 2013, Balboa et al. 2015 a,b, Cervantes-Cisneros et
al., 2017, Arguello-Esparza et al. 2019, Siller-Sanchez et al. 2019).

Las propiedades funcionales de los extractos varian con la proporcion de los
compuestos presentes y debido a esto se han realizados estudios como los de
Lépez (2000), al aplicar el extracto liquido comercial (Algaenzims™?) de algas
marinas del género Sargassum., en cultivos de maiz, trigo y arroz los cuales
alcanzaron rendimientos extras de 1 a 3 T ha™. Mientras que Hernandez (2013),
reporta que al utilizar extractos liquidos de Ulva lactuca y Padina gymnospora
en semillas de Solanum lycopersicum se tiene una mejor respuesta de
germinaciéon, ademas, los tratamientos empleados directamente al sustrato
mostraron una mayor longitud del tallo, raiz y peso de la planta que al ser
aplicados de manera foliar y por otra parte confirieron resistencia a Arternaria
solani.

Es por ello que en la presente investigacion se busca explorar el uso de tres
extractos hidrotérmicos de macroalgas como bioestimulantes, ademas de darle

un uso a la biomasa marina que se produce durante el ciclo del alga.



Objetivo General
Estudio del efecto bioestimulante de extractos hidrotérmicos de tres macroalgas

marinas sobre plantas de tomate.

Objetivos Especificos
Caracterizacion de las macroalgas marinas Macrocystis pyrifera, Sargassum
spp. y Eisenia arborea.
Produccion y caracterizacion de los extractos hidrotérmicos de las tres
macroalgas marinas.
Evaluacion de la efectividad biologica de los tres extractos hidrotérmicos de

macroalgas en plantas de tomate variedad Sun 7705.

Hipodtesis
Al menos uno de los extractos hidrotérmicos a partir de macroalgas aplicados
via foliar y riego, promovera un efecto bioestimulante respecto al crecimiento

y/o rendimiento, tolerancia a estrés y calidad nutracéutica del cultivo de tomate.



REVISION DE LITERATURA

Cultivo de tomate

El tomate (Solanum lycopersicum L.) pertenece a la familia Solanaceae
(Saleem et al., 2015) y es uno de los cultivos horticolas mas importantes a nivel
mundial. La produccién nacional hasta julio del 2019 haciende a 1,358,261 ton,
y a nivel estatal México obtuvo una produccién de 20,075 millones de ton en el
2018, segun datos reportados el Servicio de Informacion Agroalimentaria y
Pesquera (SIAP, 2018). Ademas, se destaca como una de las hortalizas de mas
alto volumen de consumo en fresco (Casierra-Posada y Aguilar-Avendario,
2008). El fruto de tomate es considerado como una fuente rica en licopeno,
carotenoides, acido ascorbico, vitamina A, vitamina E, flavonoides y potasio
(Willcox et al., 2003).

La mayoria de las plantas de cultivo como el tomate crecen en ambientes
subdptimos, lo que impide que las plantas alcancen su potencial genético
completo para el crecimiento y la reproduccion (Bray et al., 2000; Rockstrom y
Falkenmark, 2000). Los factores de estrés abidtico como el calor, el frio, la
sequia, la salinidad y el estrés nutricional tienen un gran impacto en la
agricultura mundial, y se ha sugerido que reducen los rendimientos promedio en
> 50% para la mayoria de las principales plantas de cultivo (Wang et al., 2003).
Ademas de esto, las plantas deben defenderse del ataque de una amplia gama
de plagas y patdgenos, incluidos hongos, bacterias, virus, nematodos e insectos

herbivoros (Hammond-Kosack y Jones, 2000).

Macroalgas

Las macroalgas son organismos eucariotas fotosintéticos (con clorofila), los
medios de reproduccion (gametos, esporas, propagulos multicelulares) carecen
de una capa de células protectoras. Son morfologicamente menos complejas
gue las plantas vasculares, ya que carecen de raices, tallos, hojas, flores y
frutos, lo mismo que de tejidos de conduccién. Presentan coloraciones
diferentes que dependen de la proporcion relativa de los pigmentos presentes,

su composicion quimica y nutricional y se encuentran clasificadas de la



siguiente manera: color rojo (Rhodophyta), marrén (Phaeophyta) y verde
(Chlorophyta) (Gupta y Abu-Ghannam 2011; Peinado et al., 2014, Siler-Sdnhez
et al., 2019). Son consideradas bentonicas cuando estan fijas a un sustrato o al
fondo del mar y planctonicas cuando se encuentran libres y forman parte del
plancton. Se encuentran en Baja California Norte — Sur, Costas del Caribe,

Océano Pacifico y Antartico (Etcheverry, 1986).

Clasificacion de macroalgas de acuerdo a su color

Algas pardas (Phaeophyta): Las algas pardas son el segundo grupo
mas abundante con aproximadamente 1,800 especies, su color se debe a la
fucoxantina, un pigmento que le da esta caracteristica. Se encuentran
distribuidas desde zonas tropicales a polares de océanos en todo el mundo
(Wijesinghe y Jeon, 2012). Su pared celular esté constituida, principalmente por
celulosa, acido alginico y polisacéaridos sulfatados. Estos compuestos actlan
como fuente de reserva, resistencia y flexibilidad, para que el alga pueda
soportar el oleaje y evitar la desecacion, debido a que forman geles en la matriz
intercelular e intervienen en el intercambio i6nico (Wei et al., 2013; Quitral et al.,
2012; Flérez, 2018).
Entre los polisacéaridos que se destacan esta el fucoidan, que ademas de fucosa
y sulfato, también puede estar constituido por otros monosacaridos (manosa,
galactosa, glucosa, xilosa, etc.) y acidos urénicos, incluso grupos acetilo y
proteinas (Li et al., 2008; Rodriguez-Jasso et al, 2013). El alginato estructura
lineal compuesta por acido (1 - 4) B-D-manurénico y &cido (1 -4) a-L-gulurénico
(Cervantes-Cisneros et al., 2015), conforma hasta 40% de macroalga seca
(Cong et al., 2014). Otro compuesto importante es la laminarina que puede
estar presente hasta en un 35% de macroalga seca dependiendo de la especie,
(Kadam et al., 2015; Cervantes Cisneros et al., 2017). Ademas este grupo de
algas presenta mayor contenido de compuestos fendlicos al ser comparados
con las algas verdes y rojas (Wijesinghe, W.A. y Jeon, Y.J. 2012). Por lo que se
han demostrado actividades biologicas antivirales y actividades antioxidantes
(Balboa et al., 2013).



Algunos ejemplos de estas algas son: Macrocystis pirifera, ésta es considerada
como el alga gigante por poseer caracteristicas tales como estructura compleja
y alta productividad, estas caracteristicas le ayudan a eliminar indirectamente a
las algas del sétano que compiten con los invertebrados sésiles (Miller et al.,
2018), sin embargo, esta alga se ve afectada por el cambio climatico y
principalmente por el aumento de la temperatura, esta variable afecta
principalmente el rendimiento y propicia el rapido deterioro del tejido de algas
(Mabin et al., 2019). Por otra parte, en el estudio realizado por Hepburn y
Hurdel (2005), demostraron que el crecimiento de las frondas de M. pyrifera
fueron mayores al estar expuestas a altos porcentaje de colonizacion de
hidroides, ya que estas colonias logran proporcionar amonio a través de sus
excretas y esto favorece su crecimiento. En cuanto a la composicion nutricional
de esta alga, Ortiz et al., (2009) al realizar el analisis de tres macroalgas entre
ellas incluida M. pyrifera, obtuvieron concentraciones de 10.8-13.7% en el
contenido de proteinas y 1,417.7-1,879.6 mg/100g de algas secas de
aminoacidos. Por otra parte, en estudios realizados por Consuegra (2014), se
menciona que esta alga es candidata para la extraccion de antioxidantes
polifendlicos, ya que al utilizar etanol al 75% como solvente en una relacion solido-
liquido de 1:10 p/v a una temperatura de extraccion de 37°C por 180 minutos, se
logré extraer una cantidad de 374.4 + 27.4 mg GAE/100gPS y una actividad de
84.9% de captura del radical DPPH. Estos compuestos son de gran importancia
ya que los compuestos fendlicos presentan una funcién estructural en la pared
celular, ademas de participar en la sefializacion, defensa y respuestas al estrés
ambiental (Sung-Hwan et al., 2012).

Por otra parte, se encuentra al género Sargassum spp. el cual tiene una
distribucion mundial, especialmente en regiones tropicales y subtropicales
(Noiraksar et al., 2014), ademas, representa un habitat para diversas
comunidades de algas epifitas, invertebrados y peces (Norris, 2010). Esta
macroalga se ve afectada por el aumento del nivel del mar y las tormentas, lo
cual ha provocado cambios tanto en las caracteristicas naturales como en las

comunidades costeras (Innocenti et al., 2018). Van et al., (2017) menciona que
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desde mediados de 2014 hasta la fecha, la costa del Caribe mexicano
experimentd una afluencia masiva de Sargassum spp a la deriva, que se
acumulé en las costas, provocando la reduccion de la entrada de la luz, el
oxigeno (hipoxia o anoxia) y el pH, dando como resultado la eutrofizacion. En
cuanto a su valor nutricional Casas-Valdez et al., (2006) al analizar harina del
alga Sargassum spp. lograron obtener un alto contenido de carbohidratos vy
reitera a esta alga como una excelente fuente de potasio, sodio, magnesio,
calcio y de elementos traza como el hierro, cobre y zinc ademés de aporte
vitaminico de retinol y vitamina C y aminoacidos como la lisina, fenilalanina,
tirosina y treonina; ademas, presentd altas concentraciones de glutamina y
asparagina. Por otra parte, Zermefio et al., (2015) mencionan que al aplicar el
extracto liquido de esta alga de manera foliar y al suelo en plantas de vid,
aumentd el contenido de clorofila de las hojas, ademas de aumentar la acidez
en las aplicaciones al suelo.

Eisenia arborea es un alga comestible (Sugiura et al., 2006) considerada la
segunda mas abundante a lo largo de la costa occidental de la peninsula de
Baja California en México, al ser estudiada en diferentes analisis, Hernandez-
Carmona et al., (2009) mostraron que es candidata para ser probada como
alimento complementario para animales y humanos, ya que contiene
aminoéacidos esenciales y es baja en lipidos y fibra. Por otra parte, Landa (2015)
al realizar un andlisis de quimico proximal mostré6 que los mayores
constituyentes de esta alga sec, correspondieron a carbohidratos y cenizas,
ademas, reiterd que el periodo de noviembre a marzo resultoé ser la mejor época
de cosecha, debido a que se encuentran los mayores rendimientos y la mayor
actividad biologica en el alga. Mientras que Raja et al., (2016) al realizar un
analisis de la actividad antioxidante y perfil lipidico de extractos metandlicos y
acuosos de tres algas, entre ellas Eisenia arborea, obtuvieron como resultado
gue el extracto metandlico contenia alta concentracion de compuestos
fendlicos y flavonoides con mayor actividad antioxidante y seguido de este el

extracto acuosos.



Algas verdes (Chlorophyta): Las macroalgas verdes tienen una caracteristica
muy peculiar ya que son semejantes a las plantas de la tierra, debido a su
contenido de clorofila, un pigmento que les da la caracteristica de color verde,
ademas de esto, presentan alrededor de 4,500 especies (Jung et al., 2013;
Arguello-Esparza et al., 2019). Entre algunos ejemplos se encuentra

principalmente Ulva spp. y Codium spp. (Quitral et al., 2012).

Algas rojas (Rhodophyta): Este grupo de macroalgas presenta el mayor
namero de especies con mas de 6,135 especies y una caracteristica que las
distingue es la presencia de carragenina y el agar (Hamed et al., 2015; Lee et
al., 2016). Entre algunos ejemplos se encuentran principalmente las especies
de Gracilaria spp. (pelillo), Palmaria spp., Porphyra spp. (luche) y Chondrus
crispus (liqguen) (Quitral et al., 2012; Siller-Sanchez et al., 2019).

Importanciay funcién ecoldgica de las macroalgas

Las macroalgas son responsables de mas del 50% de la fijacion del dioxido de
carbono (CO,) mediante la fotosintesis y son un recurso de gran importancia
econdémica. Pueden servir de alimento a un tercer nivel de consumidores
(microorganismos descomponedores) y de igual manera al degradarse se
transforman en sales minerales que nuevamente seran utilizadas por otras
macroalgas. Las algas no solo son productoras de materia organica, sino que
desempefian un papel importante en la produccién y concentracion de algunos
elementos y compuestos quimicos como nitrégeno organico, fésforo, azufre,
zinc, entre otros, que aungque presentes en pequefia proporcion, son
imprescindibles para la vida en el mar,. Sin olvidar también su papel como
productoras de oxigeno, liberado en la actividad fotosintetizadora (Llera y
Alvarez, 2007). Desde el punto de vista ambiental, la biodiversidad de las
macroalgas sirven como sustrato y refugio a numerosas especies de peces e
invertebrados, reduciendo la pesca de ciertas especies amenazadas como las

tortugas marinas, el caracol de pala y la langosta (Ondarza y Rincones, 2008).



Fenologia

Las algas se reproducen mediante gametos, esporas, propagulos multicelulares
ademas de esto carecen de una capa de células protectoras. Tienen diversos
origenes y habitan ambientes acuéticos, aéreos y terrestres; presentan tamafos
microscépicos y macroscopicos. Sin embargo son mucho menos complejas que
las plantas vasculares, ya que carecen de raices, tallos, hojas, flores y frutos, lo
mismo que de tejidos de conduccion. En muchas especies de macroalgas,
cualquier parte del talo vegetativo se desarrolla en estructuras reproductivas, en
ocasiones ocupando casi todo el talo (Espinoza-Avalos, 2005). Estas presentan
alternancia de generaciones nucleares, son principalmente del tipo
heteromorfico y las distintas fases responden a diferentes condiciones

ambientales (Espinoza-Avalos, 2005).

Usos de las macroalgas

La utilizaciéon de las macroalgas en la dieta alimentaria humana tiene muchos
afios atras. Estas tienen diferentes usos dependiendo de la especie, por
ejemplo son utilizadas como materia prima para elaborar diferentes coloides
como el agar, los carragenanos y el alginato. Gracias a sus propiedades
fisicoquimicas, estas sustancias actian como agentes gelificantes, espesantes
y estabilizadores (Mendoza ,1999). Son ademas un valioso recurso natural para
la industria de los alimentos, como por ejemplo las carrageninas se destinan al
sector alimenticio como aditivos de los derivados de la leche y a la elaboracion
de otros productos de uso doméstico (dentifricos, geles de bafio, etc.). Su
explotacion en nuestro pais puede contribuir a mejorar la realidad
socioeconémica de muchas comunidades costeras, las cuales, en su mayoria,
viven en condiciones de extrema pobreza, ademas de sus cualidades
nutricionales, asi como para la elaboracion de dietas balanceadas para
animales (Ondarza y Rincones, 2008; Cervantes-Cisneros et al., 2017; Arguello-
Esparza et al., 2019).
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Técnicas de extraccion de biomoléculas

Se conocen distintas formas de extraccion de biomoléculas entre ellas: liquido—
sélido, fraccionada, por ultrasonido, por solucién, filtracién, destilacion y liquido—
liquido. Los extractantes mas comunes son: metanol, agua, &cido clorhidrico o
sulfarico, etanol, cloroformo, hexano, etc. La calidad del contenido de
metabolitos depende tanto de la especie elegida como del proceso de
extraccion-solubilizacion del ficocoloide (hidrélisis &cida o alcalina, temperatura,
duracion, etc). Hay extractos comerciales que se venden hoy en dia y no
indican las especies de algas empleadas, ni el proceso seguido para su
elaboracion, ademas se debe de tomar en cuenta que no todas las algas sirven
para todas las aplicaciones y no tienen el mismo efecto (Garcia y Quintana,
2017). Los principios activos son obtenidos mediante diversas técnicas de
extraccion y entre estas destaca la extraccion en fluidos supercriticos conocida
también como extraccidn hidrotérmica, ya que es mas respetuosa con el medio
ambiente que los métodos de extraccién convencionales (Gonzalez, 2004). Este
proceso se utiliza para modificacién estructural de los materiales entre ellos la
despolimerizacion de la  hemicelulosa  (oligbmeros, = mondmeros),
alteracion/degradacion de la lignina (compuestos fendlicos) y el aumento de la
disponibilidad de la celulosa en las biomasas lignocelulésicas como pajas y
bagazos (Ruiz, 2015b). El proceso hidrotérmico describe la accién del agua a
temperatura y presion elevadas, en términos generales; se define como
reacciones que ocurren en soluciones acuosas a alta temperatura y presion en
un sistema cerrado debido a los cambios fisicoquimicos en las propiedades del
agua, incluyendo la densidad, la constante dieléctrica y los productos ionicos.
La explosion de vapor, el agua supercritica y subcritica y el agua comprimida en
caliente se pueden considerar como un proceso de tratamiento hidrotermal,
dependiendo de las condiciones de temperatura y presidon empleadas
(Rabemanolontsoa y Saka 2016). Un mayor rendimiento de extraccion, un

tiempo de proceso mas corto, el mantenimiento de la bioactividad de los
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compuestos obtenidos y el bajo impacto ambiental son algunas de las ventajas
de los procesos hidrotermales.

Especificamente para las macroalgas, el proceso hidrotérmico se ha utilizado
para el fraccionamiento de varias biomasas vegetales con el fin de extraer
productos de alto valor agregado y compuestos bioactivos, como la extraccion
de alginato, fucoidan, manitol, galactano, etc, asi como para la producciéon de
oligosacaridos a partir de diferentes polimeros y como pretratamiento para la
produccion de bioetanol. Ademas, dependiendo de la especie de macroalga y
las condiciones de extraccion, se pueden obtener diferentes compuestos como
polisacaridos, vitaminas, minerales, antioxidantes y proteinas (Balboa et al.,
2013; Balboa et al., 2015 a,b; Cervantes-Cisneros et al., 2017; Arguello-Esparza
et al., 2019; Siller-Sanchez et al., 2019).

Extractos de macroalgas y su aplicacion en la agricultura

En México, las algas pueden considerarse un recurso local barato, abundante y
accesible a lo largo de la costa mexicana. Los principales polisacaridos de las
macroalgas son el alginato, el cual es extraido de las algas pardas, por otra
parte, esta el agar y la carragenina que se extraen de las algas rojas (McHugh,
1987). Los alginatos tienen propiedades para formar geles y soluciones
altamente viscosas (Hernandez-Carmona et al., 2012). Autores como Yabur y
Hernandez-Carmona, (2007) mencionan que los alginatos son capaces de
promover el crecimiento de plantas, mientras que Iwasaki y Matsubara (2000)
hablan sobre la promocion del crecimiento de las raices. Anteriormente se ha
enfatizado sobre los efectos de los extractos liquidos en las primeras etapas del
crecimiento de las plantas y se menciona que estos actlan en el sistema
radicular por lo tanto favorecen su crecimiento, y debido a esto proporciona una
sefal del valor y la calidad de la cosecha futura (Hernandez-Herrera et al.,
2018). Hay abundantes estudios que tratan sobre el uso de algas marinas y sus
derivados en la agricultura, y son muchos los paises que siguen esta practica,
pues los resultados en los rendimientos y la calidad de las cosechas son muy
satisfactorios, asi como el mejoramiento de las condiciones del suelo por la

incorporacion de la materia organica (Lopez, 2000).
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La aplicacion de extractos de algas verdes, pardas y rojas como acondicionador
del suelo o fertilizantes foliares ha mostrado una amplia variedad de respuestas
benéficas en el crecimiento y rendimiento de plantas cultivadas (Vasquez,
2014). Esto se ve reflejado al utilizar extractos liquidos de Ulva lactuca y Padina
gymnospora en semillas de tomate ya que muestran una mejor respuesta de
germinacion y en consecuencia mayor vigor e incrementos en la longitud de las
plantulas. Ademas, se observo que los tratamientos empleados directamente al
sustrato resultaron més eficaces en la longitud del tallo, raiz y peso de la planta
que al ser aplicadas via foliar y por otra parte confirieron resistencia a Arternaria
solanii (Hernadndez, 2013).Mientras que al aplicar un bioestimulante
concentrado a base de extractos liquidos de algas marinas pardas por
Granados, (2015) en el cultivo de berenjena se obtuvo un rendimiento bruto de
27,117.35 kg/ha y una produccion de 24,849.98 kg/ha.

Bioestimulantes

Actualmente se emplean una amplia gama de productos denominados
bioestimulantes (cualquier sustancia o microorganismo aplicado a las plantas
con el objetivo de mejorar la eficiencia nutricional, la tolerancia al estrés y/o los
rasgos de calidad de los cultivos, independientemente de su contenido de
nutrientes), como una alternativa para la produccion de cultivos (Garcia, 2017;
Zermenfo et al., 2015; Du Jardin, 2015). Los bioestimulantes se clasifican en
siete grupos segun su origen en: (1) &cidos humicos y falvicos, (2) hidrolizados
proteicos y otros compuestos que contienen nitrégeno, (3) extractos de algas y
botanicos, (4) quitosan y otros biopolimeros, (5) compuestos inorganicos, (6)
hongos benéficos y (7) bacterias benéficas (Du Jardin, 2015).El desarrollo de
nuevos productos se ha realizado para la proteccion y nutricion vegetal. Dichos
productos denominados bioplaguicidas o biofertilizantes o bioestimulantes
segun su funcionalidad, estos ultimos siendo cada vez mas utilizados en la
agricultura mundial como complemento o alternativa al uso de los plaguicidas
tradicionales (FAO, 2017).
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MATERIALES Y METODOS
Descripcién del sitio
La caracterizacion de macroalgas y la elaboracion de los extractos
hidrotérmicos a partir de macroalgas junto con su caracterizacion se realizaron
en el Laboratorio de Biorrefineria de la Facultad de Ciencias Quimica de la

Universidad Autbnoma de Coahuila.

La determinacion de variables bioquimicas del cultivo de tomate se realiz6 en el
Laboratorio de Fisiologia Vegetal y el experimento en plantas de tomate se llevo
a cabo en un invernadero tipo capilla de mediana tecnologia (7 x 14 m) del
Departamento de Horticultura de la Universidad Autbnoma Agraria Antonio
Narro.

Macroalgas

Las macroalgas fueron adquiridas de empresas establecidas en Puerto
Morelos, Quintana Roo (Sargassum spp.) y en Ensenada Baja California Norte
(Macrocystis pyrifera y Eisenia arborea). La biomasa de macroalgas fue lavado
con agua potable para eliminar el exceso de sales, posteriormente fueron
secadas, molidas en licuadora y tamizadas a un tamafo de particula de 0.5 a 2

mm.
Extraccion hidrotérmica para la obtencién de los extractos acuosos

Para la caracterizacion del extracto acuoso a base de macroalgas, se pesaron
16 g de cada macroalga (con un tamafio de particula de 0.5 a 2 mm), se
colocaron en un reactor tipo Bach de conduccion—conveccion y se agregaron
400 mL de agua destilada. Se encendio el reactor y al alcanzar la temperatura
de 160°C se detuvo el proceso, apagando el reactor y recirculando agua fria a
través de la chaqueta de enfriamiento del reactor, una vez enfriado el reactor, el

extracto se almacend a -20 °C.

Del extracto hidrotérmico recuperado de cada una de las macroalgas se

procedié a analizar las siguientes variables: proteinas totales, azlUcares totales,
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antioxidantes totales, fenoles totales, sulfatos, perfii de monosacaridos,

fitohormonas (Acido indolacético y trans-zeatina) y minerales.
Caracterizacién de macroalgas y extractos acuosos

e Macroalgas crudas
Para la caracterizacion de las macroalgas crudas se realizé una hidrdlisis con
acido trifluoracético (TFA), para lo cual se pesaron 10 mg de cada una de las
macroalgas (particula de 0.5 a 2 mm) y se colocaron en tubos de ensayo con
rosca, posteriormente se le agregaron 2 mL del TFA (2 M), la mezcla se colocé
en bafio maria durante 30 minutos, una vez terminado el tiempo se colocaron
en una estufa a 100°C durante 4 horas, durante ese tiempo se agito cada tubo,
una vez terminado el tiempo se sacaron de la estufa y se centrifugaron a 12,000
rom durante 10 minutos, para obtener solo el sobrenadante y proceder a su
caracterizacion.
e Extractos acuosos

Para la caracterizacion del extracto acuoso a base de macroalgas, se pesaron
16 g de cada macroalga (particula de 0.5 a 2 mm), se colocaron en un reactor
tipo Bach de conduccién—conveccion y se agregaron 400 mL de agua destilada.
Se encendio el reactor y al alcanzar la temperatura de 160°C se detuvo el
proceso, apagando el reactor y recirculando agua fria a través del chaleco del
reactor, una vez enfriado el reactor, el extracto se almaceno a -20 °C.

Después de realizar el hidrolizado y la obtencion del extracto de cada una de
las macroalgas se procedié a analizar las siguientes variables: proteinas totales,
carbohidratos totales, antioxidantes totales, fenoles totales, sulfatos, perfil de

monosacaridos, fitohormonas (Acido indolacético y trans-zeatina) y minerales.

Proteinas totales

e Extracto acuoso (método de Bradford)
Para la cuantificacion de proteinas de los extractos de macroalgas se utilizo el
método de Bradford (Bradford, 1976). Se tomaron 100 uL del extracto o

estandar (albumina) y se le agregdé 1 mL de reactivo Bradford (Reactivo
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perteneciente al kit de Pierce “Coomassie Plus ™ - The Better Bradford Assay”).
Después de 10 minutos, se tomo lectura a una longitud de onda de 595 nm en
un espectrofotdmetro (Thermo Fisher Scientific G10S UV-Vis). Los resultados
se expresaron en mg g de peso seco.
e Macroalga cruda (método de Microkjendal)

La cuantificacion de proteinas (nitrogeno total) de la macroalga cruda se realizo
sometiendo a cada una de las muestras (0.5 g) a una digestion con mezcla
digestora (sulfato de potasio, 6xido de mercurio rojo, &cido sulfarico
concentrado, sulfato de cobre) en matraces bola. Se dejé digerir hasta que la
muestra tomara un color verde transparente o verde limén (30 min). Se esperé
a que se enfriara el matraz que contenia la muestra digerida y se destilo con el
equipo Microkjendal, en el cual se adicion6 hidroxido de sodio al 50%,
posteriormente en vasos de precipitado de 100 mL se colocaron 30 mL de acido
borico y 4 gotas de indicador mixto (rojo de metileno y verde bromocresol
disueltos en alcohol al 95%), se colocé el vaso en el tubo de destilacion para
recibir la muestra hasta llegar a un volumen de 60 mL. Después de llevar a
cabo los destilados se procedi6 a realizar la titulacién de las muestras con acido
sulfarico al 0.025 N.

Carbohidratos totales

La cuantificacion de carbohidratos totales se realiz6 en base a la metodologia
de Ludwing y Goldberg (1954). Se utilizé el reactivo de antrona (9,10-dihidro-9-
oxoantraceno: H,SO,4 al 98%, en la cual se mezcld 1 g del reactivo con 500 mL
de H,SO4 en un frasco ambar. Después de haber realizado la mezcla se
colocaron 250 pL de la muestra (hidrolizado, extracto) en tubos de ensayo (por
triplicado), posteriormente se colocaron en un bafio de hielo por 5 minutos, se
agregaron 500uL de la solucién de antrona y se agitdé la mezcla con vortex.
Después de esto se colocaron los tubos en bafio maria a 80°C por 15 minutos,
se enfriaron en bafio de hielo por 5 minutos, se agitd6 nuevamente la mezcla en
vortex y se coloc6 en la placa 280 uL de cada tubo. La lectura de las muestras

se llevé a cabo en un lector de placas (TECAN Sunrise™ RC Bésico). La curva
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de calibracion fue realizada usando dextrosa con un rango de concentracion

desde 0 a 300 ppm. Los resultados se expresaron en mg g™ de peso seco (PS).

Antioxidantes totales

La cuantificacion de actividad antioxidante se realizd con la técnica de DPPH
(2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl) se adapté para medir compuestos hidrofilicos y
esto se realiz6 de acuerdo a la metodologia de Brand-Williams et al., (1995) con
modificaciones. Se prepard una solucion madre mezclando 10 mg (2.53 mM)
del radical DPPH, en un matraz de 10 mL aforado con metanol. La solucion de
Trolox (estandar) fue preparada a una concentracion 2.5 mM, este se agrego6 a
un matraz de 50 mL y fue aforado con metanol. Una vez obtenido el filtrado
tanto del hidrolizado como del extracto con membranas de PVDF de 0.45 um de
tamafio de poro. La lectura se realizé en lector de placas (BioTek, modelo
ELx808, VT, EE. UU.), para lo cual se tomaron 50ul de cada muestra sin
dilucion, se colocaron en la placa y se agregaron 50 ul de la solucion DPPH a
una concentracion 0.5 m, se dejé reposar 15 min y se realizo la lectura a 530

nm. Los resultados se expresaron en mM CAET g PS.

Compuestos fendlicos totales

La cuantificacion de fenoles totales se realizé en base a la metodologia de Yu y
Dahlgren (2000). El hidrolizado y el extracto se filtraron con membranas de
PVDF de 0.45 uym de tamafio de poro. Se colocaron 20 yL de muestra (el
extracto fue diluido en una relacién 1:10), se adicionaron 120 uL de carbonato
de sodio (Na,COs3) al 15%, 30 pL del reactivo Folin-Ciocalteu y 400 uL de agua
destilada, se sometié a vértex por 30 segundos, se colocaron las muestras en
bafio Maria a 50°C por 5 minutos. Se tomaron 280 pL de muestra de cada uno
de los tubos y se colocaron en una placa, la absorbancia se ley6 a una longitud
de onda de 700 nm en lector de placas (TECAN Sunrise™ RC Basico). Se
prepar6 una curva de calibracion con acido galico. Los resultados se

expresaron en mg g de PS.
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Sulfatos

La cuantificacion de sulfatos tanto del hidrolizado como del extracto se realizd
en base a la metodologia de Dodgson (1961). Se realizé una mezcla de gelatina
marca Oxoid, 20 mL de agua destilada y 100 mg de cloruro de bario
semigelatinoso. Para la lectura de las muestras se agregaron 50 pL de la
muestra, 950 pL de acido tricloroacético (C,HCI30,) 3% y 250 pL del reactivo
gelatina-bario en tubos de 2 mL. La mezcla se agité en voértex (GENIE 1 Tocuh
Mixer Modelo SI-0136) durante 30 segundos y se dejé reposar de 15-20
minutos. La lectura de absorbancia se realizé a una longitud de onda de 360 nm
en un espectrofotdmetro (Thermo Fisher Scientific G10S UV-Vis). Se preparo
una curva de calibracién con sulfato de sodio. Los resultados se expresaron en

mg g™ de PS.

Fitohormonas (acido indolacético y trans-zeatina)
e Acido indolacético (AIA)

El sobrenadante de la hidrélisis de la macroalga y el extracto obtenido fueron
filtrados con membranas de PVDF de 0.45 um de diametro de poro, se agitaron
con vértex (GENIE 1 Tocuh Mixer Modelo SI-0136) y se desgasificaron
mediante el uso de sonicador (BRANSON Modelo 1510R-DTH) por 5 min. La
cuantificacion de AIA se efectu6 mediante un cromatografo de liquidos (LC)
marca Agilent Modelo 1120 con detector UV. EI método analitico utilizado fue el
establecido previamente para el analisis de acido salicilico (Forcat et al. 2008).
Los parametros utilizados fueron los siguientes: Columna Waters C-18 (150mm
x 3.9mm, 5um); fase movil A (agua: acetonitrilo: acido formico) (94.9: 5:0.1%);
fase B (acetonitrilo: agua: acido férmico) (94.9:0.5:0.1); proporcién A: B= 60:49;
fluo 0.5 mL/min y longitud de onda de 250nm. Para la identificacién y
cuantificacion de AIA se realiz0 una curva patron con el estandar de la
fitohormona (marca SIGMA, 97% de pureza) diluido en la fase de extraccion.

Los resultados se expresaron en mg g de PS.
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e Trans-zeatina
El sobrenadante de la hidrdlisis de la macroalga y el extracto obtenido fueron
filtrados mediante membranas de PVDF de 0.45 um de didmetro de poro y se
agitaron en vortex (GENIE 1 Tocuh Mixer Modelo SI-0136). El sobrenadante
filtrado fue transferido a viales para automuestreador y desgasificado mediante
el uso del sonicador (BRANSON Modelo 1510R-DTH) por 5 min para su
posterior inyeccion en el cromatégrafo de liquidos bajo las condiciones
cromatograficas especificas. La cuantificacion se realizO mediante un
cromatografo de liquidos (LC) marca Agilent Modelo 1120 con detector UV. El
método analitico se establecié con los siguientes parametros (Macias et al.,
2014): Columna Waters C-18 (150mm x 3.9mm, 5 pm); fase movil A: acido
acético (0.1M); fase movil B: acetonitrilo (100%); proporcion 50:50; flujo: 0.8
mL/min y una longitud de onda de 205nm. Para la identificacion y cuantificacion
de trans-zeatina se realizd una curva patron con el estandar de la fitohormona
(marca SIGMA, 97% de pureza) diluido en la fase de extraccion. Los resultados

se expresaron en mg g™ de PS.

Perfil de monosacéaridos

Para el analisis del perfil de monosacarido se cuantificd glucosa, galactosa,
manitol, arabinosa y fucosa, mediante la metodologia de Juéarez et al., (2016).
Para esto se utilizo el hidrolizado de las macroalgas, extracto de las macroalgas
concentrado y extracto de macroalgas hidrolizado con H,SO,4 Los hidrolizados
se filtraron a través de un filtro de nailon de 0.45 um de diametro de poro. La
lectura se realiz6 mediante un Cromatografo de liquidos (HPLC) marca Agilent
1260 Infinity Il, utilizando curvas de calibracion de estos compuestos puros para
determinar sus concentraciones. Se us6 una columna Metacarb 87 H (300 x 7,8
mm, Agilent) una temperatura de columna de 60°C y &cido sulfurico 5.0 mM
como fase movil, utilizando un caudal de 0.7 mL min™. Los resultados se

expresaron en mg g de PS.
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Minerales

Para analizar la macroalga cruda se someti6 a cada una de las muestras (5
repeticiones por alga) a una digestion con acido nitrico, se pesaron 0.5 g de
muestra seca en un vaso de precipitados de 100 mL, se le agregaron 30 mL de
HNO; concentrado, se tapo el vaso con un vidrio de reloj y dejo digerir hasta la
desintegracion de la materia organica (4-8 horas) evitando que llegara a
sequedad, se agreg0 acido nitrico hasta los 30 mL. Cuando la solucién estaba
completamente transparente, se dejo enfriar y se filtr6 con papel filtro Whatman
No. 42, posteriormente se afor6 cada una de las muestras en un matraz
volumétrico de 50 mL con agua desionizada. La solucién resultantes se analizé
con un espectrémetro de emision de plasma Inductively Coupled Plasma (ICP),
Termo Jarrel Ash Irish Advantage modelo 74400 en el Centro de Investigacion y
de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional Unidad Saltillo
(CINVESTAV).

Desarrollo experimental en invernadero

El experimento se inicidé con la siembra de la semilla de tomate variedad Sun
7705 (Nunhems) en un invernadero tipo capilla del Departamento de
Horticultura de la UAAAN. El trasplante se realiz6 en bolsas de polietileno color
negro con capacidad de 10 L las cuales se llenaron con una mezcla de peat
moss: perlita (1:1). El riego se aplic6 mediante un sistema de riego dirigido
usando la solucion nutritiva Steiner (Steiner 1961) durante el ciclo del cultivo.

Aplicacion de tratamientos

Los tratamientos consistieron en la aplicacion de extractos de macroalgas de
origen hidrotérmico. Las aplicaciones de los extractos se realizaron via foliar y
via drench. Se tuvieron un total de siete tratamientos que se describen a
continuacion: T1) un testigo absoluto; T2) plantas tratadas con extracto de M.
piryfera aplicado via foliar; T3) plantas tratadas con extracto de M. piryfera via
drench; T4) plantas tratadas con extracto de Sargassum spp. via foliar; T5)

plantas tratadas con extracto de Sargassum spp. via drench; T6) plantas
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tratadas con extracto de E. arborea via foliar; T7) plantas tratadas con extracto
de E. arborea via drench.

Las aplicaciones de los extractos fueron a una dosis de 3 L ha™. Se realizaron
un total de 3 aplicaciones durante el ciclo del cultivo: la primera aplicacion se
realiz6 a los cinco dias después del trasplante (DDT), la segunda a los 20 DDT
en etapa de floracion y la tercera a los 35 DDT al comienzo del llenado del
primer racimo de frutos. Cada tratamiento consistié en 15 plantas, teniendo un

total de 155 plantas de tomate.

Evaluacion de variables agronémicas y rendimiento

La evaluacion de variables agronémicas (altura, diametro de tallo, nUmero de
hojas, niumero de racimos) se realizé 24 horas después de la aplicacion de
tratamientos durante las tres etapas del cultivo (trasplante, floracién y llenado
del primer racimo), se realiz6 un total de 3 evaluaciones. La colecta de frutos se
realiz6 de acuerdo a la escala visual USDA (rojo claro). Las variables de
longitud y peso seco de raiz, biomasa seca aérea y radicular se determinaron al

final del ciclo del cultivo.

Muestreo de frutos y hojas de plantas de tomate

La colecta de frutos de tomate a analizar se realiz6 de manera uniforme (rojo
claro) de acuerdo con la escala visual del USDA. Se seleccionaron cinco frutos
por planta del mismo tamafo, siendo un total de 15 frutos por tratamiento.
El muestreo de hojas de tomate se realiz6 cada 24 horas después de aplicar los
tratamientos durante las etapas de trasplante, floracion y fructificacion, las
caracteristicas que se tomaron en cuenta para el muestreo fueron en hojas
jovenes totalmente extendidas sin dafos, las cuales fueron colectadas en
bolsas de aluminio y colocadas inmediatamente en un termo con nitrégeno
liquido, las muestras de fruto y hojas fueron llevadas al laboratorio y
almacenadas a -80°C. Posteriormente las muestras fueron liofilizadas a -84°C y
0.060 mbar en un liofilizador (Labconco, FreeZone 2.5 L modelo, Kansas City,

MO, EE. USA). Después se procedi6 a realizar la molienda de 15 muestras por
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tratamiento hasta obtener un polvo fino, el cual se utilizd6 para realizar la
determinacién de tolerancia a estrés de muestras de hoja (actividad enzimatica
fenilalanina amonio liasa y cuantificacion de peroxido de hidrogeno), asi como
también se uso el fruto liofilizado y molido para la determinacion de la calidad

nutracéutica (actividad antioxidante, licopeno y minerales).

Evaluacion de variables de calidad nutracéutica del fruto de tomate
Sdlidos solubles totales (SST)

Se midié colocando una gota del jugo del tomate en un refactrémetro digital
(ATAGO, MASTER - 100Hmodel, Bellevue, WA, EE. USA), en total se

analizaron 5 frutos por tratamiento. Los resultados se expresaron en °brix.

Firmeza de frutos

Se determiné con un penetrometro manual (Wagner Instruments, modelo FDK
20, Greenwich, CT, EE. USA.) Para lo cual se tomaron medidas en tres puntos
diferentes del fruto y se obtuvo el promedio. Los resultados se expresaron en

kg cm™.

Acidez titulable
Se determind mediante la técnica de colorimétrica Oficial Methods of Analysis of

the AOAC (1990) y los resultados se expresaron en porcentaje de acido citrico.

pH
El pH se determin6 usando un potenciémetro digital (Modelo EF 98129).

Actividad antioxidante

La actividad antioxidante se determind con la técnica de DPPH (2,2-Diphenyl-1-
picrylhydrazyl) y se adapté para medir compuestos hidrofilicos de acuerdo a
Brand-Williams et al., (1995), con modificaciones. La solucién madre se prepard
mezclando 10 mg (2.53 mM) del radical DPPH en un matraz de 10 mL aforado

con metanol. La solucion de Trolox (estandar) fue preparada a una
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concentracion 2.5 mM, este se agreg6 a un matraz de 50 mL y fue aforado con
metanol. Para la cuantificacion se utilizaron muestras de fruto que ya se
encontraban liofilizadas, se pesaron 100 mg del tejido en tubos de 2 mL y
agregaron 1.5 mL del extractante (metanol puro), se agitaron en vértex (GENIE
1 Tocuh Mixer Modelo SI-0136) por 20 seg, luego se sonicaron mediante un
sonicador (BRANSON Modelo 1510R-DTH) por 10 min y centrifugaron a 12,000
rom. El extracto se filtr6 mediante con membranas de PVDF de 0.45 um de
diametro de poro. Una vez obtenido el filtrado, la lectura se realizé en lector de
placas (BioTek, modelo ELx808, VT, EE. UU.), para lo cual se tomaron 50 ul de
cada muestra sin dilucién, se colocaron en la placa y se agregaron 50 ul de la
solucion DPPH a una concentracion 0.5 mM, se dejé reposar 15 min y se realizo

la lectura a 530 nm. Los resultados se expresaron en mM CAET g-1 PS.

Licopeno

La cuantificacion de licopeno se realizé de acuerdo a la técnica reportada por
Bunghez et al., (2011). Se pesaron 100 mg del tejido seco del fruto de tomate
ya triturado de cada tratamiento con su respetiva repeticion y se colocd en
tubos de 2 mL, se agregaron 1.5 mL de hexano a cada tubo, se agitaron en
vortex (GENIE 1 Tocuh Mixer Modelo SI-0136) por 20 seg, luego se sonicaron
mediante el uso del sonicador (BRANSON Modelo 1510R-DTH) por 10 miny se
centrifugaron a 12,000 rpm. El extracto se filtr6 mediante membranas de PVDF
de 0.45 um de didmetro de poro. La lectura de absorbancia se realiz6 a una
longitud de onda de 472 nm en un espectrofotometro (Thermo Fisher Scientific
G10S UV-Vis). La concentracion fue obtenida mediante la curva de calibraciéon
previamente trazada con estandar de licopeno para ello se preparé una solucién

madre de licopeno a 100 ppm. Los resultados se expresaron en mg 100 g~ PS.

Minerales de fruto
Para analizar los minerales del fruto de tomate se sometieron a cada una de las
muestras (5 repeticiones por tratamiento) a secado en estufa, posteriormente se

pesaron 0.5 g de muestra seca en un vaso de precipitados de 100 mL, se le
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agregaron 30 mL de HNOj3; concentrado, se tap6 el vaso con un vidrio de reloj y
dejo digerir hasta la desintegracién de la materia organica (4 horas) evitando
que llegara a sequedad. Se agrego acido nitrico hasta los 30 mL, cuando la
solucién estaba completamente transparente, se dejé enfriar y se filtr6 con
papel filtro Whatman No. 42, posteriormente se aforo cada una de las muestras
en un matraz volumétrico de 50 mL con agua desionizada. La solucion
resultante se analizO en un espectrometro de emision de plasma Inductively
Coupled Plasma (ICP), Termo Jarrel Ash Irish Advantage modelo 74400 del
Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico
Nacional Unidad Saltillo (CINVESTAV). Los resultados se expresaron en mg g™
PS.

Evaluacién de variables relacionadas a tolerancia a estrés

Actividad enzimatica fenilalanina amonio liasa (PAL)

La actividad de la enzima fenilalanina se determiné de acuerdo a Sykfowska-
Baranek et al., (2015) con modificaciones. Para la medicién de las muestras se
utilizé extracto enzimatico, el cual fue preparado pesando1l00 mg de muestra
liofilizada en un tubo de 2 ml, se agregaron 20 mg de polivinil pirrolidona (PVP —
estabilizador de enzimas) y 1.5 mL de buffer de fosfatos pH 7-7.2 (0.1 M). La
mezcla se agitdo en vortex (GENIE 1 Tocuh Mixer Modelo SI-0136), luego se
sonicd mediante el uso del sonicador (BRANSON Modelo 1510R-DTH) por 5
min y se centrifugd a 12,500 rpm por 10 minutos a 4°C. El extracto se filtro
mediante membranas de PVDF de 0.45 pum de diametro de poro. Para la
medicion de las muestras se agregaron32 pL del extracto enzimatico y se
afiadieron 288 pL de L- fenilalanina (6 mM), posteriormente se colocaron las
muestras en bafio maria durante un tiempo de 30 minutos a 40°C, trascurrido el
tiempo se detuvo la reaccion con 80 pyL de acido clorhidrico (HCL) 5 N, se
colocaron las muestras en bafio de hielo y se adicionaron 1.6 mL de agua
destilada, se leyd la absorbancia a una longitud de onda de 290 nm en un
espectrofotometro (Thermo Fisher Scientific G10S UV-Vis). Se realiz0 una

curva de calibracion con acido transcinamico y los resultados se expresaron
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como Unidades (U), que equivalen a la produccion de 1 uM de acido

transcinamico por minuto por proteinas totales (mg g™).

Cuantificacion de peroxido de hidrogeno

El peroxido de hidrogeno se cuantificé en las hojas de plantas de tomate segun
la metodologia de Patterson et al., (1984) con modificaciones. Se pesaron 50
mg de tejido foliar liofilizado, se agregd 1 ml de acido tricloracético (TCA al 5%)
y 0.15 g de carbon activado. Posteriormente, la mezcla se pas6é a un tubo
conico y se centrifugd a 10,000 rpm durante 20 minutos a 4°C. El sobrenadante
resultante se separ6 del precipitado en un tubo nuevo al cual se le afiadieron
2.5 mL de la solucién de TCA al 5%, se le agregd una solucién de amoniaco al
10% hasta llegar a un pH de 8.4, la solucion fue filtrada con filtros de PVDF de
0.45 pm de poro. El filtrado se dividié en alicuotas de 1 ml. A una de estas
alicuotas (alicuota BLANCO) se le afiadieron 100 uL de catalasa (conteniendo 8
Mg de catalasa) y se mantuvo a temperatura ambiente durante 10 minutos.
Posteriormente, a ambas alicuotas con catalasa (BLANCO) y sin catalasa
(MUESTRA), se les afiadi6 1 mL del reactivo colorimétrico (10 mg de 4-
aminoantipirina, 10 mg de fenol y 5 mg de peroxidasa (150 U mg™) los cuales
fueron disueltos en 50 ml de buffer de &cido acético (100 mM, pH 5.6). Se
incub6 durante 10 min a 30°C. Trascurrido el tiempo de reaccion se determiné
la absorbancia a 505 nm mediante un espectrofotometro (S2150 UV- UNICO).
El célculo de la concentracion de peréxido de hidrégeno se determind mediante
el uso de la ecuacién de Lambert-Beer, utilizando el grosor de la celdilla (1cm™),
la absorcién molar del peréxido de hidrégeno (40 M™* cm™) y la absorbancia de

la muestra (Zhou et al., 2006). Los resultados se expresaron en umol/g PS.

Acido jasménico (AJ)

Para cuantificar AJ se utlizaron hojas de tomate liofilizadas, la extraccion del AJ
se realiz0 pesando 50 mg de tejido macerado en un tubo de 2 mL, se
agregaron 1.5 mL de la solucion de extraccion (60 % metanol: 39% agua: 1%
acido acético), se agitdé en vortex (GENIE 1 Tocuh Mixer Modelo SI-0136),
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posteriormente fue sonic6 por 10 min (BRANSON Modelo 1510R-DTH) y
finalmente se centrifugé a 12,000 rpm durante 10 min, se realiz6 el filtrado con
filtros de PVDF de 0.45 um de poro y se colocé en otro tubo nuevo (Kramell et
al. 1995; Michelena et al. 2001). La cuantificacion de acido jasmonico (AJ) se
realiz6 en un equipo de cromatografia liquida Agilent compact 1120 con
detector UV de longitud de onda variable. La fase modvil utilizada fue 60%
metanol: 39% agua: &cido acético al 1%. El flujo fue de 0.60 mL min™ utilizando
una columna Hypersil ODS de 25 cm x 4.6 mm x 5um, la longitud de onda
utilizada fue 230 nm con un tiempo de analisis de 20 min. La curva de
calibracion se estandarizé utilizando (+) acido jasménico (Sigma Aldrich) grado
estandar analitico con una pureza del >99%, disueltos en la fase moévil. Los

resultados se expresaron en mg g PS.

Analisis estadistico

El disefio experimental utilizado fue de bloques completamente al azar (BCA)
con tres tratamientos y un testigo, con un total de 15 repeticiones por
tratamiento. El analisis de varianza y comparacion de medias segun LSD

Fisher (P < 0.05), se realizaron mediante el uso del Software InfoStat, 2018.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacién de macroalgas crudas y extractos acuosos

Los resultados de la caracterizacion de las macroalgas y extractos acuosos se
muestran en el Cuadro 1. La macroalga con mayor contenido de carbohidratos
totales, fenoles totales, actividad antioxidante, asi como acido indolacético (AlA)
fue E. arborea. Solamente en el contenido de proteinas y trans-zeatina (TZ) la
macroalga de M. pyrifera fue la que obtuvo mayor cantidad respecto a las otras
macroalgas. En el caso de los extractos, el extracto de E. arborea presento el
mayor contenido de todas las variables analizadas.

En cuanto a los rendimientos de la extraccion, el extracto acuoso de E. arborea
aumenté 1.2 veces mas el contenido de proteinas totales, 19 veces mas el
contenido de AIA y 3 veces mas el contenido de trans-zeatina respecto a la
macroalga E. arborea. En el caso del extracto acuoso de M. pyrifera aumenté
71 veces mas el contenido de AIA respecto a la macroalga M. pyrifera. El
extracto acuoso de Sargassum spp. aumentd 9 veces mas el contenido de AlA
respecto a la macroalga Sargassum spp.

Cruz-Suéarez et al., (2000) mencionan que la composicién quimica de cada alga
varia considerablemente de especie a especie, en funcidon de su localizacion
geografica, estaciones del afio, nivel del mar y depredadores.

El hecho de que haya una disminucién en el contenido de proteinas en
Sargassum spp. al realizar la extraccion hidrotérmica se refiere a que las
proteinas se estan degradando y formando péptidos y/o aminoéacidos libres, lo
gue se considera benéfico para los cultivos de plantas, ya que los hidrolizados
proteicos actian como bioestimulantes en plantas (Yakhin et al., 2017).

Uno de los componentes mayoritarios de las macroalgas son los carbohidratos,
la posicion de las cadenas de los polisacaridos influye en que estas sean
solubles, ya que entre mas ramificada sea, mayor es el grado de solubilidad en
agua (Kadam et al., 2015).
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La importancia de los carbohidratos radica en que forman parte de la pared
celular y se encargan del mantenimiento de la estructura del alga, brindandole
flexibilidad y esto influye en su resistencia al oleaje (Herrera, 2018).

En otros estudios mencionan que al analizar el contenido de carbohidratos se
obtuvieron resultados de 232 mg g (W) para M. pyrifera y 0.095 mg g (DW),
para Sargassum wightii, esto resalta lo mencionado anteriormente donde el
contenido de algun compuesto puede variar de gran manera entre las especies
de algas, y el tiempo de cosecha de las mismas (Syad et al., 2013; Victorino
2017). Como es el caso de este trabajo donde en la variable CT, los resultados
obtenidos fueron menores para el caso de la macroalga M. pyrifera evaluada en
este experimento (102.8 mg g PS), sin embargo, los resultados obtenidos para
la macroalga Sargassum spp. fueron mayores en gran medida (88 mg g PS).
Herrera (2018) menciona el mayor contenido de carbohidratos en G. robustum y
E. arborea (59 y 50% respectivamente) y proteina (13 y 8% respectivamente) al
ser comparadas con otras algas como M. pyrifera y Sargassum. En cuanto a
nuestros resultados, coincide con el autor anterior, ya que la macroalga y el
extracto con mayor contenido de estos compuestos analizados fue E. arborea.
En cuanto a fenoles y antioxidantes, en estudios anteriores reportan la
influencia que tiene la estacion del afio en el contenido de fenoles de
macroalgas, ya que en verano aumenta su contenido, por otra parte, los
antioxidantes en las macroalgas se ven afectados por los niveles de salinidad y
la ubicacién de las algas. La ubicacion es un factor de suma importancia ya que
hay mayor capacidad antioxidante en aquellas macroalgas que se encuentran
en la parte superior del océano, esto puede deberse a que el alga esta mas
expuesta a los rayos UV y a depredadores, y estos compuestos se consideran
un mecanismos de proteccién (Holdt et al., 2009; Montero et al., 2016).

En cuanto al contenido de proteinas en las macroalgas algunos autores
mencionan que es inferior al 15%, sobre todo cuando los factores ambientales
no son los adecuados y la mayor concentracion se da durante el periodo de

invierno-primavera (Dawczynski et al., 2007).
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Las fitohormonas son indispensables para regular el ciclo de vida vegetal y
tolerar los factores bioticos y abidticos del ambiente que afectan a las plantas y

a las macroalgas (Yokoya, 2010).



Cuadro 1. Caracterizacion de macroalgas y extractos acuosos.
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CT Fenoles PT AA (mM Sulfatos AlA Trans-zeatina

Muestra (dextrosa (&cido (mg g* PS) CAET (mgg'PS)  (mgg?PS) (mg g* PS)
mg g™ PS) galico g’ PS)
mg g™ PS)

M- M. pyrifera  102.843.6ab 433.9+35.7b 95.0%0.5a 4.18+0.05b 0.095+0.0b 0.011+0.01c 0.073+£0.006a
M- E. arborea 113.0£3.55a 706.6x37.5a 58.9+1.9c 4.43+0.05a 0.111+0.0a 0.109+0.01a 0.048+0.008b
M- Sargassum 88.0+13.15b 379.0+34.8b 87.9+3.8b 4.24+0.02b 0.01+0.0c 0.026+0.01b 0.008£0.003c
E- M. pyrifera 24.05+1.48b 177.2+9.6b  95.8+4.0b 4.08+0.13b 0.06+0.0b 0.80+0.05b 0.095+0.10b
E- E. arborea 33.69+5.78a 243.5+0.58a 133.7+4.1a 4.12+0.23a 0.07+0.0a 2.23+0.10a 0.193+0.03a
E- Sargassum 17.17+0.88b 132.4+5.72c 51.1+3.6¢C 4.12+0.02b 0.04%0.0c 0.2620.01c 0.009+0.007c

Muestra: E: extracto; M: macroalga cruda hidrolizada con TFA; CT: carbohidratos totales; PT: proteinas totales; AA: actividad antioxidante; CAET:
capacidad antioxidante equivalente trolox; AIA: acido Indolacético; PS: peso seco. Valores con la misma letra dentro de columnas, son

estadisticamente iguales con base a la prueba de Fisher LSD (p<0.05).
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Perfil de monosacéaridos de macroalgas crudas y extractos acuosos

El perfil de monosacéridos se presenta en el Cuadro 2. Para el caso de las macroalgas
hidrolizadas, Sargassum spp. obtuvo los mayores contenidos de galactosa y fucosa y E.
arborea los mayores contenidos de glucosa y manitol.

En los extractos hidrotérmicos de las macroalgas, el extracto de E. arborea obtuvo los
mayores contenidos de glucosa, manitol y fucosa y el extracto de M. pyrifera obtuvo los
mayores contenidos de galactosa, mientras que el extracto de Sargassum spp. fue el
anico que presento arabinosa. En los extractos hidrotérmicos de las macroalgas
hidrolizados, el extracto de E. arborea hidrolizado obtuvo los mayores contenidos de
glucosa, galactosa, manitol y fucosa, y el extracto hidrolizado de M. pyrifera obtuvo el
mayor contenido de arabinosa. La hidrolisis con acido sulfarico se realizé para romper
los enlaces de los polisacaridos para convertirlos en monosacaridos. En general en la
mayoria de los extractos hidrolizados se obtuvo mayor contenidos de monosacaridos
comparados con el extracto sin hidrolizar.

Al realizar la comparacién entre macroalgas hidrolizadas, E. arborea mostré6 un
aumento de glucosa y manitol, mientras que Sargassum spp. presentd un aumento en
galactosa y fucosa respecto a las otras macroalgas. Por otra parte, en la comparacion
de los extractos hidrotérmicos de las macroalgas, el extracto de E. arborea obtuvo un
aumento de glucosa, manitol y fucosa, el extracto de M. pyrifera aumenté galactosa,
mientras que el extracto de Sargassum spp. fue el Unico que presentd contenido de
arabinosa, respecto a los otros extractos de macroalgas.

Las macroalgas pardas estdn compuestas principalmente por fucosa, galactosa,
manosa, glucosa, xilosa y acidos urénicos (Ale y Meyer 2013). Los polisacéaridos estan
compuestos por monosacaridos y estos al ser extraidos de macroalgas son capaces de
mejorar la respuesta frente a patdgenos al acelerar su eliminacion de las plantas (Wang
et al., 2012). Las aplicaciones del monosacarido manitol se correlacionan con el

crecimiento de las plantas y las condiciones reproductivas (Lobban y Harrison, 1994).



Cuadro 2. Perfil de monosacaridos de macroalgas y extractos acuosos.

31

Monosacarido (mg g™ PS)

Muestra Glucosa Galactosa Manitol Arabinosa Fucosa

MH-M. pyrifera 106.21+0.0b 62.20+0.00c 386.73+0.016b 0 265.59+0.00b
MH-Sargassum 18.8+0.0c 227.90+0.00a 60.84+0.00c 0 612.38+0.007a
MH- E. arborea 469.5+0.003a 132.62+0.0b 1833.94+0.00a 0 285.08+0.006b
EC- M. pyrifera 4.027+0.0c 125.42+0.02a 543.75+ 0.001b 0 6.28+0.00b
EC- Sargassum 7.34+4.0b 4.76%0.00c 60.78+ 0.001c 314.4+0.05a 7.48+0.0211b
EC- E. arborea 30.87+0.0a 40.51+0.00b 1005.71+0.007a 0 25.22+0.00a
EH- M. pyrifera 5.15+0.0d 43.44+0.00b 543.76+1.04b 20.5+0.00a 90.63+0.001b
EH- Sargassum 1.49+0.0b 24.0+0.004c 59.46+4.62c 0 49.17+0.004c
EH- E. arborea 105.07+0.2a 50.98+0.00a 1026.87+0.048a 0 896.64+0.062a

Tratamientos: EC: extracto concentrado; EH: extracto hidrolizado (H,SO,); MH: Macroalga cruda hidrolizada con TFA.
Valores con la misma letra dentro de columnas, son estadisticamente iguales con base a la prueba de Fisher LSD (p<0.05).
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Caracterizacion mineral

Los resultados de la composicion mineral de las macroalgas se muestra en el
Cuadro 3. El contenido mineral de M. pyrifera fue mayor para los minerales:
boro (B), hierro (Fe), manganeso (Mn), molibdeno (Mo) y nitrégeno (N). En la
composicién mineral de Sargassum spp. se obtuvo mayor contenido mineral de
calcio (Ca), azufre (S) y zinc (Zn). Mientras que la composicion mineral de E.
arborea el mayor contenido fue para potasio (K), sodio (Na) y fosforo (P). Los
minerales zinc (Zn) y cobre (Cu) se comportaron igual en las macroalgas
analizadas en este experimento.

En el Cuadro 4 se muestran los resultados del analisis mineral de los extractos
acuosos de las macroalgas. El extracto acuoso de M. pyrifera presentd mayor
contenido mineral de cobre (Cu), hierro (Fe), potasio (K), magnesio (Mg),
manganeso (Mn), molibdeno (Mo), azufre (S) y zinc (Zn). El extracto acuoso de
Sargassum spp. presentd mayor contenido mineral de boro (B) y calcio (Ca), y
para el extracto de E. arborea presenté mayor contenido mineral de sodio (Na)

y fosforo (P).

Cuadro 3. Caracterizacién mineral de macroalgas.

Mineral M. pyrifera Sargassum spp. E. arborea
Macroelementos

Azufre 9.34 +4.342c 13.78+ 0.846a 10.74+ 3.200b
Calcio 20.56+7.9b 64.94+ 11.34a 9.872 +1.71c
Fosforo 0.267+ 1.006b 0.290 +0.098c 3.012+ 0.321a
Nitrégeno 15.21+ 0.005a 18.84+0.003c 30.42+0.003b
Potasio 34.92+21.2b 15.71+ 1.858¢c 39.11+11.15a
Sodio 19.17+ 7.07b 7.904 +0.532c 31.38+ 8.87a
Microelementos

Boro 0.176+0.0a <0.01 +0.05b <0.01 +0.0b
Cobre 0.007+0.002a 0.005+0.002a 0.002 +0.002a
Hierro 0.690 +0.605a 0.072 +0.038b 0.044+0.001b
Manganeso 0.020 +0.003a 0.012+ 0.0005b 0.002+ 0.012c
Molibdeno 0.020 +0.003a 0.006 +0.0005b 0.006+ 0.001c

Zinc 0.030+ 0.046a 0.030 +0.0085a 0.014+0.035b

Concentracién en mg g™ peso seco. Medias con una letra en com(n no son significativamente
diferentes con base a la prueba de Fisher LSD (p < 0.05).
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Cuadro 4. Caracterizacion mineral de extractos de macroalgas.

Mineral Extracto Extracto Extracto
M. pyrifera Sargassum spp. E. arborea
Macroelementos
Azufre 57.252 a 40.07c 56.366b
Calcio 56.56 b 56.96 a 35.32¢c
Fosforo 19.688 b 0.830 c 20.66 a
Magnesio 51.19a 30.032¢c 33.72b
Potasio 243.72 a 88.552¢c 204.34 b
Sodio 126.5b 46.64 c 161.84 a
Microelementos
Boro 1.01b 16.034 a 6.314 c
Cobre 0.0054 a 0.038 b 0.042 b
Hierro 0.2582 a 0.068 c 0.332 b
Manganeso 0.0808 a 0.0076 c 0.0142 b
Molibdeno 0.0808 a 0.0076 c 0.0142 b
Zinc 0.678a 0.298c 0.404b

Concentracion en mg g peso seco. Medias con una letra en comdn no son
significativamente diferentes con base a la prueba de Fisher LSD (p < 0.05).

Las macroalgas que contienen minerales y al aplicarlos en forma de extractos
se ponen a disposicion para la planta (Battacharyya et al., 2015). En el estudio
realizado por Victorino (2017), se obtuvo mayor contenido mineral en M.
pyrifera, con un valor mas alto para potasio, seguido de sodio, calcio, magnesio
y hierro. Mientras que para cobre, manganeso, zinc y plomo se obtuvieron
valores inferiores a 1 mg L™. Por lo cual, la presente investigacién se comporta
de manera similar ya que el potasio fue el elemento que presentd el contenido
mas alto, seguidos de los macro y microelementos mencionados por Victorino
(2017). Por otra parte, Herrera (2018), reporta un aumento en el contenido
mineral de extractos liquidos de M. pyrifera y G. parvispora en un 36 y 34% al
compararlos con extractos liquidos de G. robustum, E. arborea, S. horridum, y

A. spicifera.



34

Variables agrondmicas asociadas al crecimiento de plantas de tomate

Los resultados de las variables asociadas al crecimiento se muestran en el
Cuadro 5. Para la variable de altura de planta no se observaron diferencias
significativas de los tratamientos comparados con el testigo. En la variable
diametro de tallo el tratamiento que mostré mejores resultados fue el extracto
de E. arborea aplicado via foliar, ya que present6 un incremento del 8.65% con
respecto al testigo.

En la variable de longitud de raiz se logré incrementar un 23.62% con la
aplicacion del extracto de Sargassum spp. via foliar, 20.47 % con la aplicacion
del extracto de M. pyrifera via foliar y 17.32 % con la aplicacion del extracto de
E. arborea via drench con respecto al testigo. Por otra parte, la variable de
biomasa seca aérea mostro un incremento del 35.79% con la aplicacion del
extracto de Sargassum spp. via drench, 31.64 % para el extracto de M. pyrifera
via foliar, 24.53% para el extracto de E. arborea aplicado via foliar y 23.29 %
para el extracto de M. pyrifera via drench con respecto al testigo. Mientras que
para biomasa seca de raiz no hubo diferencias significativas de los tratamientos
comparados con el testigo.

En cuanto al rendimiento se observé un incremento del 38.25% en las plantas
tratadas con el extracto de E. arborea via drench, 13.53% para el extracto de M.
pyrifera via foliar, 13.29% para el extracto de Sargassum spp. via foliar y 7.77
% para el extracto de E. arborea via foliar al compararlos con el testigo. Cabe
mencionar que en este experimento solo se tomo el peso de los frutos hasta el
segundo racimo de la planta de tomate.

Metting et al., (1990) mencionan que las respuestas de las plantas a la
aplicacion de las algas pueden ser variadas y entre ellas se puede obtener una
mayor cosecha, incrementar la absorcion de los nutrientes, favorecen a la
resistencia al congelamiento y a las enfermedades por hongos, ademas de
alargar la vida del fruto.

Los extractos de algas pardas se utilizan ampliamente en cultivos horticolas,
principalmente por sus efectos estimulantes del crecimiento de las plantas

(Battacharyya et al. 2015). Estos resultados se ven reflejado al utilizar extractos
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de Ulva lactuca y Padina gymnospora en semillas de Solanum lycopersicum
donde muestran una mejor respuesta de germinacién y en consecuencia mayor
vigor e incrementos en la longitud de las plantulas. Ademas, se observé que los
tratamientos empleados directamente al sustrato mostraron influencia en la
longitud del tallo, raiz y peso de la planta de tomate al ser aplicadas via foliar
(Hernandez-Herrera, 2013). Por otra parte, Herrera (2018) al valuar frijol mungo
obtuvo un incremento de 35.6% en la variable de longitud de la raiz, con la
aplicacion del extracto de E. arborea mas el extracto de G. parvispora
respectivamente en comparaciéon con el control. Mientras que al aplicar un
bioestimulante concentrado a base de extractos de algas pardas realizado por
Granados (2015) en el cultivo de berenjena, se obtuvo un rendimiento bruto de
27,117.35 kg ha*, y una produccién de 24,849.98 kg ha.™
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Cuadro 5. Variables agronémicas asociadas al crecimiento de plantas de tomate tratadas con extractos de

macroalgas.
Altura Diametro Longitud Biomasa Biomasa Peso de frutos
Tratamiento de planta de tallo de raiz seca aérea seca raiz (g/planta)
(cm) (mm) (cm) Q) (@)
Testigo 93.1+5.7ab 12.8+0.90b  25.40+4.76d 135.87+14.0c  34.5+6.3a 942.7+225cd
EF- M. pyrifera  95.8+4.3a 13.3+1.08ab 30.60+5.19cd 178.87t6.8ab  30.718.3a 1070.3+213b
ED- M. pyrifera  88.5+ 2.4b 13.3+1.01ab 26.28+1.94ab 167.52+4.4ab 29.848.0a 958.9+303c
EF- Sargassum 93.2+4.6ab 12.9+1.09b  31.40+1.99a 157.29+19.8bc 33.5£10.8a 1068.0+337b
ED- Sargassum 94.1+3.2ab 12.8£1.09b 26.88%1.70abc 184.51+9.4a 35.5+12.8a 936.6% 275cd
EF- E. arborea  93.6+4.5ab 13.9+1.14a 27.63+2.labcd 169.21+36.9ab 30.1+10.1a 1016.1+278b
ED- E. arborea  91.7+8.0ab 13.4+1.09b 29.80+2.5bcd 156.96+27.8bc 28.4+11.9a 1303.3t459a

Tratamientos: EF: extracto via foliar; ED: extracto via drench. Valores con la misma letra, son estadisticamente iguales con base a la prueba
de Fisher LSD (p=0.05).
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Evaluacion de variables de calidad nutracéutica del fruto de tomate

Las variables de calidad nutracéutica del fruto de tomate se muestran en el
Cuadro 6. Se obtuvieron diferencias significativas para la variable de firmeza de
frutos, en la cual se observé que las plantas tratadas con extractos de M.
pyrifera via foliar incrementé un 72.4% y 64.42% en las plantas tratadas con
extracto de Sargassum spp., con respecto al testigo. Para la variable de solidos
solubles totales no se observaron diferencias significativas entre tratamientos.
Al aplicar el extracto de Sargassum spp. via drench se observaron diferencias
significativas en la variable de pH, obteniendo como resultado un aumento del
1.14% con respecto al testigo. Mientras que para la variable acidez titulable el
extracto de E. arborea via drench incrementé un 20% con respecté al testigo.
En el contenido de licopeno, la aplicacion del extracto de E. arborea via foliar
logro un aumento de 84.29% y 39.26 % via drench, 60.73 %para el extracto de
Sargassum spp. via foliar y 47.38 % via drench, 57.85% para el extracto de M.
pyrifera via foliar y 55.49 via drench, con respecto al testigo.

Por otra parte, la actividad antioxidante en frutos de tomate con la aplicacion de
extractos via foliar de E. arborea mostré un incremento del 1.53 %, 0.87 % para
el extracto de M. pyrifera y 0.65 % para el extracto de Sargassum spp. con
respecto al testigo.

Los extractos naturales de macroalgas son ampliamente reconocidos por sus
propiedades antioxidantes (Alvarez-Gomez et al., 2016) y esto provoca que la
planta se mantenga alerta ante cualquier estrés, logrando que la planta crezca
sana y por consiguiente con frutos de mayor calidad.

Salazar (2016) menciona que al realizar la aplicacién de un extracto liquido a
base de Ascophyllum nodosum (producto comercial Cytokin ®.) en el cultivo de
chile y pepino obtuvieron resultados con aumento de 3.45y 7.425 °Brix con
respecto al testigo. Por otra parte, Colla et al. (2017), al realizar una
investigaciéon sobre el efecto de tres bioestimulantes entre ellos un extractos de
macroalgas "Kelpak" producido a partir de algas marrones (Ecklonia maxima)
en plantas de tomate de invernadero y analizar el porcentaje de materia seca,

sélidos solubles totales, pH del jugo, actividades antioxidantes lipofilicas e
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hidrofilicas, el total fenoles y acido ascérbico total de frutos de tomate, obtuvo
resultados no significativos en la variable sélidos solubles, pero si un aumento
de 0.89% en la variable pH del jugo, 34.6% para actividad antioxidante lipofilica,
9.48% para el total de fenoles, 38.08% para acido ascoérbico y 95% para

licopeno con respecto al control.



Cuadro 6. Calidad de frutos de tomates tratados con extractos acuosos de macroalgas.
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Tratamiento Firmeza SST pH AT Licopeno AA
(kg cm®) (°brix) (% Acido citrico) (mg 100 g*PS)
mM CAET g™ PS

Testigo 2.98+0.5bc 5.54 £t0.5a 4.3810.03b 0.25+0.41b 3.82+1.07c 4.57+0.003c
EF- M. pyrifera  5.14+0.6a 5.18 t0.2a  4.4210.6ab 0.23+0.021b 6.03+x1.16ab 4.61+0.013b
ED- M. pyrifera  2.4+0.7c 5.16£0.05a 4.40+0.02ab  0.23 +0.05b 5.9410.93ab  4.54+0.029d
EF- Sargassum 4.910.9a 5.44+0.45a 4.37+0.02b 0.25+£0.034b 6.14+1.91ab 4.60+0.021b
ED- Sargassum 3.28+0.67b 5.34+0.27a 4.43+ 0.04a 0.26+ 0.01ab 5.63+0.95b 4.56+0.020cd
EF- E. arborea 2.4 +0.43c 5.18+0.22a 4.39+0.03ab 0.22 £0.023b 7.04+0.92a 4.6410.007a
ED- E. arborea  3.64+0.18b 5.16+0.35a 4.37+0.04ab 0.30 £0.044a 5.32+0.60b 4.55+0.028d

Tratamientos: EF: extracto via foliar; ED: extracto via drench; SST: solidos solubles totales; AT: acidez titulable; AA: actividad
antioxidante; CAET: capacidad antioxidante equivalente Trolox g'1 peso seco. Valores con la misma letra, son estadisticamente iguales
con base a la prueba de Fisher LSD (p=0.05).
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Analisis mineral del fruto de plantas de tomate

La composicion mineral de frutos de tomate se muestra en el Cuadro 7. Los
elementos que mostraron diferencias significativas respecto al testigo fueron el
Ca, Fe, K, Mg, S y N. Para el Ca se obtuvo un aumento del 258% en el
tratamiento de M. pyrifera aplicado via drench, 204% para E. arborea aplicada
via drench y 171% en el tratamiento de Sargassum spp. aplicado via drench, a
comparacion con el testigo. Para el Fe se obtuvo un aumento del 64% en el
tratamiento de E. arborea aplicado via drench, 53% en el tratamiento de
Sargassum spp. aplicado via drench y 39.2% en el tratamiento de M. pyrifera
aplicado via drench. Para el K se obtuvo un aumento del 13.05% en el
tratamiento de Sargassum spp. aplicado via drench, 8.27% en Sargassum spp.
via foliar y 6.9% en el tratamiento de M. pyrifera aplicado via drench a
comparacién con el testigo. Para el Mg se obtuvo un aumento del 28.57% tanto
en el tratamiento de Sargassum spp. aplicado via foliar, como en el tratamiento
de E. arborea aplicada via drench a comparacion con el testigo. Para el S se
obtuvo un aumento del 23.71% en el tratamiento de M. pyrifera aplicado via
foliar y de igual manera en el tratamiento de E. arborea aplicada via drench a
comparacioén con el testigo. En cuanto al N se obtuvo un aumento de 10.59% en
el tratamiento de M. pyrifera aplicado via foliar, 0.97% en el tratamiento de E.
arborea aplicado via foliar. Los minerales en la dieta humana son
indispensables, ya que forman parte de enzimas como cofactores y son
necesarios para muchas reacciones de oOxido reduccion. Entre ellos los més
importantes son el hierro, yodo, zinc y magnesio (Chekri et al., 2012; Rosales,
2012). La importancia del aumento en Ca, Fe, K, Mg y S en el fruto de tomate,
se ve reflejado en esta investigacibn ya que se obtuvieron frutos con
caracteristicas comercialmente aceptables, esto se traduce a una mejora en la
calidad nutracéutica del fruto y por lo tanto un impacto positivo en la salud
humana. Se ha registrado una mayor disponibilidad de N, P y Fe en plantas
tratadas con algas debido a las propiedades de quelacion, ya que aumenta la
capacidad de intercambio iénico de los constituyentes polisacaridos como el

acido alginico, la laminarina y el manitol (Bula- Meye, 2004).



Cuadro 7. Analisis mineral del fruto de plantas de tomate.
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Mineral Testigo

EF-M. pyrifera

ED-M. pyrifera

EF-Sargassum

ED-Sargassum

EF-E. arborea

ED-E. arborea

Macroelementos

Azufre 19.4+2.07b 24+1.7a 20.8+1.2ab 20.6+1.5ab 23.18+3.0ab 20.80%+1.8ab 24+0.6a
Calcio 5.3+1.9c 13.6%1.5bc 19+0.92a 14.6+1.5bc 14.44£2.2b 15.4+1.4bc 16.12+2.6ab
Fosforo 48.8+ 3.2a 48.4 +t2.4a 48.8+2.5a 50.8+3.8a 49.16x6.20a 45.74+ 2.5a 49.2 +2.01a
Magnesio 0.14+1c 0.16+0.6bc 0.14 £0.8¢c 0.18%0.50a 0.16 £1.64bc  0.16x0.7 abc  0.18 £0.30a
Nitrogeno 19.54+1.2b 21.61+0.4a 17.55+1.36d 19.55+1.39b 19.15+1.5bc 19.73+0.98b 17.94+1.01cd
Potasio 26.34+3d 27.4+2bcd 28.16x4abc 28.52+4 4ab 29.78+012a 25.9+13.7d 26.36+3.0cd
Sodio 3.6+0.2ab 3.8+0.2a 3.6 £0.25ab 3.840.31ab 3.42+0.21ab 3.24+0.27b 3.2+ 0.32ab
Microelementos

Cobre 0.06+0a 0.06%0a 0.04+0a 0.06%0.008a 0.06%0.09a 0.04+ 0.07a 0.060.01a
Hierro 0.56%0d 0.76+0abc 0.78+0abc 0.64+0.05cd 0.86+0.15ab 0.70+0.1bcd 0.92+0.06 a
Manganeso 14+0.0a 13.44+0.0a 12.6 £0.01a 14+0.013a 14.26+0.02a 12.61£0.01a 13+ 0.01a
Zinc 0.30+0.03a 0.30%0.03a 0.34 +0.01a 0.44+0.05a 0.32 +0.124a 0.32 £0.03a 0.42+ 0.08a

Concentracion reportada en mg g™ peso seco Tratamientos: EF: extracto via foliar; ED: extracto via drench. Medias con una letra comdn no son

significativamente diferentes (p > 0.05).
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Compuestos asociados con la tolerancia al estrés

La cuantificacion de la actividad enziméatica fenilalanina amonio liasa (PAL) y
produccion de peréxido de hidrogeno pueden observarse en el Cuadro 8. Los
resultados de la variable PAL mostraron un incremento en la actividad de
enzima en la etapa del trasplante, en un 8.04% para el tratamiento de E.
arborea via drench, 7.66% para el tratamiento de Sargassum spp. via foliar,
7.27% para los tratamientos Sargassum spp. via drench y E. arborea via foliar,
3.83% para el tratamiento de M. pyrifera aplicado via drench y 3.44% para el
tratamiento M. pyrifera aplicado via foliar con respecto al testigo. En el
muestreo de la etapa de floracion se obtuvieron incrementos del 4.1% para el
tratamiento E. arborea via foliar, 3.81% para Sargassum spp. via foliar, 3.43%
para los tratamientos Sargassum spp. via drench y E. arborea via drench y
3.05% para el tratamiento de M. pyrifera aplicado via foliar con respecto al
testigo. En el muestreo de la etapa de fructificacion el tratamiento de
Sargassum spp. via foliar mostr6 un incremento del 7.0%, 4.28% para
Sargassum spp. via drench, 3.50% para E. arborea via drench y 2.72% para los
tratamientos M. pyrifera aplicado via foliar y E. arborea via foliar con respecto
al testigo.

La actividad enzimatica de PAL esta relacionada con la induccién de defensa y
es la enzima clave para la biosintesis de algunos metabolitos secundarios
relacionados a la defensa (Saharan et al., 2015). El aumento en la actividad de
la enzima permite deducir que la planta se esta preparando contra el ataque de
un patégeno o estrés abibtico (Perez et al., 2015). Balbi-Pefia et al., (2014),
mencionan que la mayoria de las plantas por si mismas generan respuestas de
defensa al ataque a patdgenos, mientras que las defensas que se inducen por
estrés provocan el fortalecimiento de la pared celular y la sintesis de
fitoalexinas. Aunado a esto se modifican caracteristicas de la planta como por
ejemplo presencia de tricomas y vellosidades en tallo y hojas.

En la cuantificacion de peréxido de hidrogeno (H,O,) se puede observar que
tanto para el muestreo en la etapa de trasplante, floracion y fructificacion el

tratamiento que mostro mayor cantidad fue el de E. arborea via foliar con un
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aumento de 207% en la etapa de trasplante, 238% en la etapa de floracion y
137% en la etapa de fructificacion, seguido del tratamiento Sargassum spp. via
foliar con un aumento de 148% en trasplante, 203% en floracion y 113.5% en
fructificacion, por udltimo, el tratamiento de M. pyrifera aplicado via drench
mostro un aumento de 11.20% en floracion con respecto al testigo.

Como se sabe las plantas al verse atacadas por patdégenos o cualquier otro tipo
de estrés responden a la infeccibn o dafio mecéanico, con la produccién
localizada de especies reactivas de oxigeno (ERO). Las ERO tienen una
funcién importante ya que propician a que se lleve a cabo el incremento de los
polimeros de la pared celular y la induccion de expresién de genes que
responden a patdgenos (Benezer-Benezer et al., 2008). Entre las principales
ERO se encuentra el peréxido de hidrogeno (H.0,) (Ozyigit et al., 2016), éstas
son de gran importancia ya que intervienen en la fotosintesis, el ciclo celular,
el desarrollo, la senescencia y la apoptosis de las plantas (Mittler et al. 2004).
Ademas, las ERO son considerados benéficas a bajas concentraciones, pero
letal en niveles altos (Petrov y Van Breusegem, 2012).

La cuantificacion de acido jasmonico en las plantas de tomate se muestra en el
Cuadro 9. Los resultados mostraron un incremento en la produccion de acido
jasménico en la etapa de trasplante, en un 824% para el tratamiento de E.
arborea via foliar, 802% para E. arborea via drench, 797% para M. pyrifera via
drench y 659% para M. pyrifera via foliar con respecto al testigo. En el muestreo
de la etapa de floracidén se obtuvieron aumentos de 354% para el tratamiento M.
pyrifera via drench, 353% para Sargassum spp. via drench, 219% para M.
pyrifera via foliar, 182% para E. arborea via drench, 98% para Sargassum spp.
via foliar y 47% para E. arborea via drench con respecto al testigo. En el
muestreo de la etapa de fructificacion el tratamiento de M. pyrifera via drench
mostréo un aumento del 940%, 916% para Sargassum spp. via drench, 643%
para E. arborea via foliar, 626% para M. pyrifera via foliar, 510% para E.
arborea via drench y 3335 para Sargassum spp. via foliar un con respect6 al
testigo. El acido jasmodnico esta involucrado en diversas funciones de

resistencia y senescencia de los vegetales, este es producido por la planta
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después del dafio ocasionado por un patdégeno, lo cual induce a que la planta
incremente la produccion de compuestos de resistencia (Laredo et al., 2017;
Michelena et al,. 2005).
Zavala (2010), menciona que la JA esté relacionado con sefiales quimicas que
producen jasmonatos, los cuales inducen defensas en las plantas, estos
jasmonatos se sintetizan en las plantas a partir del acido linolénico, que se
desprende de la pared celular dafiada, y de esta manera, el acido linolénico
inicia la produccién de &cido jasmonico a través de la denominada ruta de los
octadecanoides y una vez que el JA es sintetizado en el peroxisoma es
transportado al citoplasma, donde activa el sistema de degradacién de

proteinas, que funciona como activador de los genes de defensa.
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Cuadro 8. Cuantificacion de variables relacionadas con la tolerancia a estrés en hojas de plantas de tomate.

Actividad fenilalanina amonio liasa (PAL)

Perdxido de hidrogeno (H20;)

(U proteinas totales™) (umol/g PS)
Tratamiento Trasplante Floracion Fructificacion Trasplante Floracion Fructificacion
Testigo 2.61+0.03d 2.62+0.01c 2.57+0.037d 5.1+3.0c 5.20£2.04d 7.40+6.10c
EF- M. pyrifera | 2.78+£0.01b 2.70£0.02b 2.64+0.027bc 7.33£2.3bc  6.60+3.28cd 10.20+6.22c
ED-M. pyrifera | 2.71+0.0c 2.63+0.09c 2.59+0.026¢cd 9.33t1.0abc 11.20+1.09bc 10.40+4.56¢
EF- Sargassum | 2.81+0.02a 2.72+0.00ab  2.75+0.071a 12.67+3.4ab 15.80+3.70b 15.80+2.58b
ED- Sargassum | 2.80+0.01ab  2.71+0.02b 2.68+0.066b 6.67+0.05bc  7.40+4.30cd 14+5.70bc
EF- E. arborea |2.80+0.03ab  2.73+0.0la 2.64+0.030bc 15.67+3.5a 17.60+4.67a 17.61+5.58a
ED- E. arborea | 2.82+0.0l1a 2.71+0.03ab  2.66%0.056b 10.67+3abc  10+4.34cd 14.20+3.56bc

Tratamientos: EF: extracto via foliar; ED: extracto via drench. Valores con la misma letra, son estadisticamente iguales con base a la
prueba de Fisher LSD (p<0.05).
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Cuadro 9. Cuantificacion de acido jasmonico en hojas de plantas de tomate.

Acido Jasménico (mg g PS)

Tratamiento Trasplante Floracion Fructificacion
Testigo 0.37+0.023e 0.73+0.085¢g 0.30+0.0349
EF- M. pyrifera 2.81+0.084c 2.33+1.91c 2.18+0.170d
ED-M. pyrifera 3.32+0.012b 3.32+1.01ab 3.12+0.82a
EF- Sargassum 0.17+0.028g 1.45+0.86e 1.30+0.35f
ED- Sargassum 0.31+0.013f 3.31+1.10b 3.05£0.57b
EF- E. arborea 3.42+0.53a 1.08+0.06f 2.23+0.064c
ED- E. arborea 2.34+1.85d 2.06+1.97d 1.83+0.74e

Tratamientos: EF: extracto via foliar; ED: extracto via drench. Valores con la misma letra, son
estadisticamente iguales con base a la prueba de Fisher LSD (p<0.05).
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CONCLUSIONES

La extraccion de diferentes compuestos bioactivos de macroalgas a partir de
procesos hidrotérmicos se logré de manera eficaz, esto es de gran importancia
ya que se reduce el uso de solventes a comparacion de otros métodos
convencionales, proponiéndose como un método de extraccion respetuoso con
el medio ambiente.

En cuanto al efecto de los extractos de macroalgas en plantas de tomate se
incrementd el crecimiento en un 28.27% con la aplicacion del extracto de
Sargassum spp., Y en rendimiento el mejor tratamiento fue el extracto de E.
arborea, ya que en la variable peso de frutos por planta (g/planta) se obtuvo
mayor peso y un aumento del 38.25% con respecto al testigo.

Al analizar las variables de calidad nutracéutica del fruto y algunos compuestos
asociados con la tolerancia al estrés, los tratamientos que mostraron mejores
resultados fueron los extractos de E. arborea tanto aplicado via foliar como

drench y Sargassum spp. aplicado via foliar.
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