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En los ultimos afos, el uso indiscriminado de productos sintéticos para mitigar los efectos
adversos derivados de la incidencia de plagas y patdgenos ha tenido un impacto negativo en
el sector agricola. Por dicha razon, el objetivo de esta investigacion fue estudiar el efecto
bioestimulante de extractos hidroalcohdlicos de Sargassum spp. (SAR) sobre la resistencia a
Fusarium oxysporum (FO) en el cultivo de tomate. En la primera etapa se establecio una
prueba preliminar en plantulas para la seleccion del mejor extracto en funcion de la incidencia
y severidad de la infeccion por FO. Se evaluaron 17 extractos (E1-E17), los cuales se
aplicaron de manera foliar en intervalos de diez dias; el extracto E12 mostr6 un mejor control
de la enfermedad con un 17% menos de la severidad de sintomas respecto al testigo infectado.
En la caracterizacion del extracto E12 se encontré una amplia variedad de moléculas como
fenoles, flavonoides, fitohormonas y monosacéridos a las cuales se les puede atribuir
capacidad antioxidante, antifungica y elicitora. En la prueba de inhibicién in vitro el extracto
E12 present6 un efecto antifingico sobre FO a una concentracion de 6,400 mg L™ mayor al
50% a los 6 dias después de la inoculacion (DDI). En el desarrollo del cultivo se consideraron
4 tratamientos: plantas con la aplicacion del extracto seleccionado e infectadas con FO (TX),
un testigo infectado (T1), un producto comercial a base de Ascophyllum nodosum (TCI) en
plantas infectadas y un testigo absoluto (TO) sin aplicaciones y sin infeccion. Se evaluaron
variables agrondémicas, bioquimicas, enzimaticas y de expresion génica. La aplicacion del
TX presentd un comportamiento similar al TO en las variables relacionadas con el vigor en
las plantas como rendimiento, nimero de frutos, altura de planta y diametro de tallo. Asi
mismo, en los frutos cosechados del TX se observé calidad nutraceltica aceptable en funcion
del contenido de vitamina C, fenoles, licopeno y capacidad antioxidante. En la cinética
enzimatica la aplicacion del TX increment6 la fenilalanina amoniaco liasa (PAL), quitinasa
y B 1-3 glucanasa en diferentes tiempos de muestreo. En la aplicacion del TX se observé una
sobreexpresion de los genes PR1 (Acido salicilico) y LOX (Acido Jasmoénico) a los 27 y 38
dias después del trasplante (DDT), y una represion del gen NCED (Acido abscisico) a los 38
DDT. Por lo que la aplicacion del extracto E12 representa una alternativa para su uso como
bioestimulante que mejore la resistencia al estrés biotico, incremente el vigor y calidad de
frutos de tomate.

Palabras clave: Bioestimulante, estrés bidtico, extractos hidroalcohdlicos, macroalgas,

Solanum lycopersicum.
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In recent years, the indiscriminate use of synthetic products to mitigate the adverse effects
derived from the incidence of pests and pathogens has had a negative impact on the
agricultural sector. For this reason, the objective of this research was to study the biostimulant
effect of hydroalcohol extracts of Sargassum spp. (SAR) on resistance to Fusarium
oxysporum (FO) in tomato cultivation. In the first stage, a preliminary test was established
in seedlings for the selection of the best extract based on the incidence and severity of the
FO infection. Seventeen extracts (E1-E17) were evaluated, which were applied in a foliar
manner at ten-day intervals; the E12 extract showed better control of the disease with 17%
less severity of symptoms compared to the infected control. In the characterization of the E12
extract, a wide variety of molecules such as phenols, flavonoids, phytohormones, and
monosaccharides were found to which antioxidant, antifungal and eliciting capacity can be
attributed. In the in vitro inhibition test, the E12 extract presented an antifungal effect on FO
at a concentration of 6,400 mg L™ greater than 50% at 6 days after inoculation (DDI). In the
development of the culture, 4 treatments were considered: plants with the application of the
selected extract and infected with FO (TX), an infected control (TI), a commercial product
based on Ascophyllum nodosum (TCI) in infected plants and an absolute control (T0O) no
applications and no infection. Agronomic, biochemical, enzymatic, and gene expression
variables were evaluated. The application of TX presented a similar behavior to TO in the
variables related to plant vigor such as yield, number of fruits, plant height, and stem
diameter. Likewise, in the fruits harvested from TX, acceptable nutraceutical quality
depending on the content of vitamin C, phenols, lycopene, and antioxidant capacity was
observed. In enzyme kinetics, the application of TX increased PAL, chitinase, and p 1-3
glucanase at different sampling times. In the application of TX, an overexpression of the PR1
(Salicylic acid) and LOX (Jasmonic acid) genes is carried out at 27 and 38 days after
transplantation (DDT), and a repression of the NCED (abscisic acid) gene at 38 DDT.
Therefore, the application of the E12 extract represents an alternative for its use as a
biostimulant that improves resistance to biotic stress in tomato plants, while increasing the

vigor of the plants and the quality of their fruits.

Keywords: Biostimulant, biotic stress, hydroalcohol extracts, macroalgae, Solanum

lycopersicum.
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INTRODUCCION

A lo largo del mundo, el sector agricola se enfrenta a eventos desfavorables como los
cambios climéticos, la salinizacion, la desertificacion, la erosion natural y la reduccion de
la fertilidad de los suelos, ademéas de los factores bidticos que atacan los cultivos
impidiendo cubrir la demanda de alimentos para la poblacion (Tripathi et al., 2019). En
consecuencia, se han dirigido esfuerzos en la proteccion de los cultivos para evitar
pérdidas de rendimiento por causas biologicas y no biologicas (Savary et al., 2012). El
ataque de plagas y patdgenos representa una de las principales causas del estrés bidtico
que se relaciona a innumerables pérdidas en los cultivos, encabezada por la incidencia de
hongos (Kumar et al., 2018). Los hongos fitopatdgenos del genero Fusarium, son algunos
de los agentes causales del deterioro de la raiz y el tallo basal, dando como resultado el
marchitamiento de las plantas (Ignjatov et al., 2012). Fusarium oxysporum (FO) es uno
de los patdégenos mas destructivos con gran distribucion y efectos devastadores en
hortalizas, causante de la marchitez vascular, reconocida como la principal enfermedad
que origina problemas en el cultivo de tomate (Nawaim et al., 2017a). El tomate (Solanum
lycopersicum) se encuentra entre las principales hortalizas de interés comercial para
nuestro pais, es altamente susceptible al ataque de patdgenos que le causan pérdidas de
hasta un 60% en el rendimiento (Ascencio-Alvarez et al., 2008). Ante esta problemética,
el uso de agroquimicos ha sido una de las maneras de solucion; sin embargo, su uso
indiscriminado resultd, no solo en una intensificacion de la produccion de alimentos, sino
también en impactos negativos, generando resistencia de patdgenos, elevando los costos
de produccién y la contaminacién ambiental (Nicolopoulou-Stamati et al., 2016). Por ello,
existe la necesidad de desarrollar alternativas sostenibles y ecoldgicas para reemplazar los
productos quimicos sintéticos de la produccion agricola (Michalak y Chojnacka, 2015).
En este contexto, se ha estudiado la induccion de tolerancia al estrés en las plantas con el
uso de bioestimulantes, como alternativas para disminuir la severidad de los sintomas de
las enfermedades causadas por patdgenos (Baysal et al., 2003). EI mecanismo de accion
de las plantas frente al ataque de patdgenos involucra la percepcion de moléculas
sefializadoras Ilamadas inductores, que incluyen una amplia variedad de moléculas (Coté
etal., 1998).



El uso de bioestimulantes es una herramienta atractiva para el desarrollo de cultivos, ya
que contienen sustancias que al aplicarse a la planta estimulan procesos naturales para
beneficiar la absorcidén de nutrientes, tolerancia al estrés biotico o abidtico, mejora de
calidad de frutos y aumento del rendimiento del cultivo (Du Jardin, 2015). Ademas, es
comercialmente viable para el sector agricola, ya que al aplicar dosis de bioestimulantes
en pequerias cantidades se logra un efecto positivo en la planta (Mannino et al., 2020).
Recientemente, se han estudiado los recursos marinos, en especial las algas pardas para el
desarrollo de bioestimulantes, ya que representan una fuente potencial de compuestos
bioactivos con una amplia variedad de actividades bioldgicas, que pueden ser eficaces
para controlar las enfermedades de las plantas (de Melo et al., 2020). Las algas y sus
derivados se utilizan en agricultura como potenciales fertilizantes, bioestimulantes y
reguladores de crecimiento de las plantas (Ramya et al., 2015). Tal es el caso del género
Sargassum, caracteristico en la produccion de metabolitos secundarios con alto potencial
biotecnoldgico (Nawaim et al., 2017b). En este tenor, se encuentra Sargassum spp. (SAR)
que representa una potencial fuente de explotacion debido a su alta disponibilidad en los
ultimos afios en el Caribe Mexicano y su alto contenido de compuestos bioactivos
(Rodriguez-Martinez y van Tussenbroek, 2017). Entre los componentes encontrados en
las algas se incluyen: polisacéaridos, vitaminas, minerales, proteinas, antioxidantes,
pequefias cantidades de lipidos, polifenoles y pigmentos (Garcia Enciso et al., 2018). En
la caracterizacion de algunos de sus compuestos como los polisacaridos y oligosacaridos,
particularmente el caso del ulvano, laminarinas, fucanos sulfatados, carragenanos y
alginatos, se estudio la capacidad de desencadenar respuestas de defensa, consiguiendo
suprimir enfermedades a través de la accion directa sobre los agentes causales e inducir
tolerancia al estrés bidtico y abiodtico en plantas (Mercier et al., 2001; Nawaim et al.,
2017b; Bouissil et al., 2020). Estudios previos muestran que los extractos de algas pueden
activar o interactuar con los mecanismos de defensa latentes de las plantas, induciendo a
una resistencia frente al estrés, lo que hace que la planta sea menos susceptible al ataque
posterior de patégenos (Azmir et al., 2013; de Melo et al., 2020).

Por lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue evaluar el potencial de extractos
hidroalcoholicos de SAR para incrementar la tolerancia a la infeccion por FO en el cultivo
de tomate.



OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de extractos hidroalcohdlicos de Sargassum spp. sobre la induccién de
tolerancia a Fusarium oxysporum en plantas de tomate.
Objetivos especificos
e Producir extractos hidroalcohdlicos de Sargassum spp.
e Seleccionar y caracterizar el mejor extracto en plantulas de tomate inoculadas
con F. oxysporum.
e Desarrollar el cultivo de tomate aplicando el mejor extracto de Sargassum spp.
inoculado con F. oxysporum.
e Evaluar parametros agrondmicos, bioquimicos y de expresion génica

relacionados a la tolerancia a F. oxysporum en el cultivo de tomate.

HIPOTESIS
La aplicacion foliar de un extracto hidroalcoh6lico de Sargassum spp. promovera un
efecto bioestimulante respecto a la induccion de tolerancia a Fusarium oxysporum en el

cultivo de tomate.



REVISION DE LITERATURA

Importancia del cultivo de tomate

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es un cultivo anual perteneciente a la familia de
Solanaceas, una de las familias mas variadas genéticamente y de importancia para
consumo humano debido a que es una fuente importante de vitamina C, potasio, acido
folico y carotenoides, como el licopeno (Li et al., 2021). Es una de las hortalizas de mayor
valor econdémico para nuestro pais, con una superficie de siembra de 47,200 ha, y con una
produccion de 3.8 millones ton; siendo los principales estados productores Sinaloa, San
Luis Potosi y Michoacan (SIAP, 2019). En 2018, el tomate rojo fue el segundo producto
mas importante en el valor de las exportaciones agropecuarias mexicanas, principalmente
a Estados Unidos, por su cercania geografica, competitividad en precio y calidad, con una
participacion de 12.8 % (FIRA, 2019). Durante la ultima década, la demanda de esta
hortaliza ha incrementado considerablemente, estimando que para el afio 2030 la
produccién de tomate rojo ascienda a 7.56 millones ton (SAGARPA, 2017).

Propiedades del tomate

En México, el consumo de tomate aumenta continuamente y con ello la diversificacion de
su produccion y comercializacion, desempefiando un papel importante en la dieta diaria,
ya que es un alimento ampliamente consumido en forma fresca (Monge Pérez y Loria
Coto, 2019). Actualmente, se ha demostrado que esta hortaliza es fuente rica en nutrientes
y compuestos bioactivos, cominmente conocidos como metabolitos secundarios, cuya
ingesta se relaciona con efectos positivos en la salud (Li et al., 2021). Los beneficios a la
salud humana se asocian a su composicion quimica, la cual depende de la variedad y
origen del cultivo (Flores et al., 2021); esta composicion incluye compuestos funcionales,
que ayudan a prevenir enfermedades cardiovasculares y cancerigenas por su riqueza en
vitaminas, minerales, fibra, proteinas, aminoacidos esenciales, acidos grasos
monoinsaturados, carotenoides y fitoesteroles (Saini et al., 2020). Entre los principales
carotenoides del tomate se encuentra el licopeno. Este es el carotenoide responsable del
color rojo y cuenta con capacidad para eliminar los radicales libres, ademas, tiene

propiedades antiinflamatorias, antialérgicas, antimicrobianas y antioxidantes (Cheng et



al., 2019; Saini et al., 2020). Las propiedades antioxidantes se asocian a la presencia de
varios tipos diferentes de carotenoides como la vitamina C, vitamina E y compuestos
fenolicos (Szabo et al., 2019). Estos compuestos juegan un papel beneficioso en la
inhibicidn de especies reactivas de oxigeno (ROS) al eliminar radicales libres, inhibiendo
la proliferacion y protegiendo a la membrana celular contra la peroxidacion lipidica (Ali
et al., 2020). Ademas intervienen en la prevencion del estrefiimiento, la reduccion de la
presion arterial alta, la estimulacion de la circulacion sanguinea, el mantenimiento del
perfil lipidico y los fluidos corporales (Salehi et al., 2019). Por lo anterior, considerando
los beneficios econdmicos y a la salud de esta hortaliza, es importante realizar un manejo
eficiente en la agricultura intensiva para conocer los factores que condicionan el potencial

de produccion del cultivo.

Limitantes en la produccion de tomate

El tomate es una de las especies horticolas més cultivadas en el mundo, con una gran
adaptacion en ambientes muy diversos, desde produccion en campo abierto hasta
invernaderos de alta tecnologia y cultivos sin suelo (Juarez-Maldonado et al., 2017). En
México, la superficie de siembra del tomate rojo en ambientes protegidos abarca el 46%
respecto a la siembra del cultivo en campo abierto, registrado mayores rendimientos bajo
estas condiciones debido al control de factores externos que limitan su produccion (SIAP,
2020). Los altos rendimientos de produccion en esta hortaliza son responsabilidad de la
eficiencia tecnoldgica de los productores motivada por las limitaciones climaticas, asi
como también al ascendente desafio propuesto por los mercados internacionales. El
cultivo de tomate es amenazado por diferentes tipos de estrés, los cuales, reducen la
cantidad y calidad del fruto (Blancard, 2011).

En los ultimos afios, el deterioro ambiental ha impactado negativamente en el sector
agricola, generando eventos climaticos desfavorables, que traen como consecuencia el
aumento de la salinidad del suelo, sequias, altas y bajas temperaturas, alta radiacion, entre
otras, contribuyendo al desarrollo de factores abioticos que afectan la produccion agricola
(Nejat y Mantri, 2017). Por otro lado, en cuanto a los factores bidticos se han identificado

maés de 200 enfermedades asociadas a Solanaceas, responsables de pérdidas que van del



25 a 100% del cultivo (Roque-Enriquez et al., 2021). Las enfermedades infecciosas
causadas por hongos, ocurren en la mayoria de las &reas de produccion de tomate en
México y son la principal causa del dafio en el cultivo (Ascencio-Alvarez et al., 2008).
Entre los patdégenos con mayor incidencia en el cultivo se destacan los hongos
neurotroficos como Botrytis cinerea, Sclerotinia sclerotiorum, Monilinia spp., Alternaria
spp., Rhizopus spp., Penicillium spp. y Fusarium spp. (Lee et al., 2019). El uso de
herramientas mas tecnificadas ha permito el éxito de la produccion frente a factores
bidticos y abidticos que representan una amenaza para los cultivos. Sin embargo, el
control eficaz de las enfermedades requiere estrategias de control basadas en el
conocimiento de plagas y enfermedades endémicas del cultivo, mecanismo de accion y
signos y sintomas, que contribuyan en la prevencion de las enfermedades con alternativas

que ralenticen su propagacién basada en un manejo integrado (Martinez-Ruiz et al., 2016).

Incidencia de Fusarium en tomate

El género Fusarium es una de las especies de mayor distribucion y adaptacion en el
mundo, son especies cosmopolitas con la capacidad de actuar como saprofitos,
compitiendo por el espacio de raices para colonizar (Fujikawa et al., 2021). Los miembros
de este género son patdgenos transmitidos por el suelo de una amplia gama de hospederos
que causan la marchitez vascular destructiva, pudricion y otras enfermedades (Srinivas et
al., 2019). Ademas, son responsables de reducir la produccion de cultivos de tomate tanto
en condiciones de invernadero como de campo abierto (Gordon, 2017). Asi mismo,
algunas especies de Fusarium tienen la capacidad de producir micotoxinas en alimentos,
incrementando el riesgo de transmision de enfermedades al consumidor final (Srinivas et
al., 2019). La variabilidad genética de las especies del género Fusarium, se observa en la
apariencia y coloracion de las colonias (Figura 1), que puede presentar dos tipos: una de
tipo micelial, caracterizada por la produccién de abundante micelio aéreo, algodonoso,
con una coloracion variable, de blanco a rosado durazno, pero usualmente con un tinte
pUrpura o violeta mas intenso en la superficie del agar y otra de forma pionotal (cultivo
que carece de micelio aéreo) o colonia micelial plana “htimeda” con apariencia de color
amarrillo a naranja cuando es cultivado en agar papa dextrosa (PDA) (Gayosso et al.,
2021). Ademas, produce tres tipos de conidias asexuales: las microconidias, que se



producen con mayor abundancia en todas las condiciones, y se encuentran en el interior
de las plantas; las macroconidias, que son conidias tipicas de Fusarium, constituidas de 3
a 5 células que se adelgazan gradualmente y se encorvan hacia ambos extremos, aparecen
con gran frecuencia sobre la superficie de las plantas que han sido destruidas por el
patdgeno y se forman en grupos similares a los esporodoquios, y las clamidosporas, que
estan constituidas por una o dos células, son redondas, de pared gruesa y sobreviven en el

suelo durante mas tiempo (Agrios, 1996; Arbelaez, 2000).

Figura 1. Caracteristicas morfol6gicas macroscopicas y microscépicas de Fusarium oxysporum f. sp.

lycopersici. A) Colonia cultivada en agar PDA y B) Vista microscépica de macroconidias en el objetivo

40X.
Las diferencias fisioldgicas entre las especies del género Fusarium se logran distinguir
debido a su forma especial, que se define por la patogenicidad dirigida hacia un
hospedante (Arbeléez, 2000); actualmente, existen mas de 120 formas especiales. Para
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici se han reportado tres razas fisioldgicas, las cuales
presentan variacion por su virulencia en materiales diferenciales de tomate que contienen
diferentes genes de resistencia (Gayosso et al., 2021). Laraza 1 es la mas antigua, descrita
en 1886 en Inglaterra, esta ampliamente presente en muchas zonas productoras, la
denominaron la raza comun y es avirulenta sobre lineas de tomate con el gen 1/I-1
(Ascencio-alvarez et al., 2008; Houterman et al., 2009). La raza 2 fue reportada en Ohio
en 1945, es capaz de producir virulencia en lineas de tomate que contienen los genes 1/11,
pero avirulento en lineas de tomate con el gen 12 (Houterman et al., 2008; Kashiwa et al.,
2016). La raza 3 es la mas reciente, con un area de distribucion mas limitada, es capaz de
producir virulencia a lineas de tomate que contienen los genes “I” e “I-2” (Blancard,

2011).



Marchitez vascular por Fusarium oxysporum

Una de las principales enfermedades que afectan la produccion de tomate es el
marchitamiento vascular, causado por F. oxysporum f. sp. lycopersici Snyder y Hansen
(FO), considerada como una de las méas devastadoras en todas las regiones del mundo
donde se cultiva tomate (Srinivas et al., 2019). El patdgeno es un habitante del suelo que
puede diseminarse por la semillay entrar por el sistema radicular de la planta, se desarrolla
en una gran variedad de condiciones ambientales, desde climas templados hasta tropicales
(Cai et al., 2003). Segun su forma de nutricion, se ha clasificado como patdgeno
necrotréfico, debido a que mata a las células hospedadoras y se alimentan de su contenido,
lo que resulta en una necrosis extensa, maceracion de tejidos y pudricion de la planta
(Glazebrook, 2005). Sus dafios inician con la penetracion por la raiz y la colonizacién del
tallo de las plantas en el sistema vascular, obstruyendo los vasos del xilema de la planta
y, como resultado, provocando sintomas similares a la marchitez (Figura 2) (Singh et al.,
2017). La infeccion se puede restringir en cultivares resistentes como susceptibles, debido
a la region de entrada del patogeno, la oclusion de los vasos por geles, deposiciones de
calosa y tilosas (Langcake y Drysdale, 1975). En los cultivares susceptibles, la
colonizacion es contintia dejando que las enzimas pectoliticas del patdgeno degraden los
geles y calosas, inhibiendo el crecimiento de las tilosas y logrando infectar la planta
(Langcake et al., 1973). En cuanto a los cultivares resistentes, la infeccion es neutralizada
debido a la presencia de flavonoides del tipo de las catequinas gue inactivan las enzimas

de la pared celular del patégeno (Gonzélez et al., 2012).

Figura 2. Dafios causados por Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici en condiciones de A) Invernadero
y B) Campo abierto.



FO posee mecanismos de sefializacién que le permiten responder a variaciones en la
expresion génica, lo que conduce a la superacion del mecanismo de defensa del
hospedador y al establecimiento de enfermedades (Srinivas et al., 2019). La progresion
de la marchitez vascular es un fendmeno complejo, que parte desde la presencia de
clamidosporas inactivas en el suelo en ausencia del cultivo (Khan et al., 2017). El
mecanismo de accion de FO involucra los siguientes pasos (Figura 3): (1) Inicia con el
reconocimiento de la raiz a través de sefiales del huésped-patdgeno donde la germinacién
de clamidosporas requiere estimulacion proporcionada por los exudados de las raices. (2)
Las clamidosporas se unen a la superficie de los pelos de la raiz e inician la propagacion
de las hifas. (3) Las hifas invaden la corteza de la raiz y tejido vascular y hay una
diferenciacion dentro de los vasos del xilema. (4) El hongo secreta varias toxinas como el
acido fusarico, acido deshidrofusarico, lycomarasmina, entre otras; éstas se transportan a
las hojas, en las que provocan una sintesis reducida de clorofila a lo largo de las venas, lo
que conduce a una fotosintesis reducida y alteracion de la permeabilidad de las membranas
de las células foliares y su capacidad para controlar la pérdida de agua a través de las
venas, que resulta en el marchitamiento, necrosis y pardeamiento. (5) Finalmente, la
marchitez va avanzando gradualmente en todo el follaje, retrasando el crecimiento de la
planta, hasta que la planta muere (Di et al., 2016; Srinivas et al., 2019). El proceso anterior
se potencializa en ambientes de humedad, aungue es un patdégeno oportunista que puede

sobrevivir en el suelo y desarrollarse a temperaturas de 15 a 37°C (Nawaim et al., 2017a).

El manejo integrado representa una alternativa de prevencion para proteger los cultivos
ante este tipo de patdgenos, en donde se involucren medidas sanitarias antes, durante y
después del ciclo de cultivo, ya que se pueden incrementar los vectores de transmision de
la enfermedad, desde un mal manejo del rastrojo de las plantas muertas donde se
produzcan millones de conidias, hasta el control del agua de riego, labores culturales y
manipulacion humana (Retana et al., 2018).
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Figura 3. Ciclo de enfermedad causada por FO en cultivo de tomate.

Mecanismo de defensa al estrés bidtico

Las plantas en su entorno natural constantemente estan expuestas a numerosos factores de
estrés bidtico que provoca cambios en el metabolismo vegetal y dafios fisiologicos que
conducen a una reduccion de su productividad (Giménez et al., 2018). El estrés bidtico se
conoce como la serie de dafios causados por organismos vivos como parasitos y patdgenos
(virus, bacterias, hongos, neméatodos o insectos) (Lal et al., 2018). Dentro de los
principales patdgenos responsables de enfermedades en los cultivos intensivos, se
encuentran los hongos necrotréficos, que matan a las células huésped mediante toxinas,
provocan marchitez vascular y manchas foliares, ademas de infectar diferentes partes de
la planta (Glazebrook, 2005). Con el fin de mitigar los efectos adversos del estrés biético,
las plantas han desarrollado un sistema de defensa para hacer frente a estas tensiones a
través de varios mecanismos morfologicos, bioquimicos y moleculares (Nejat y Mantri,
2017).
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La primera linea de defensa en las plantas contra patdgenos necrotréficos es pasiva,
cuentan con barreras fisicas como ceras, cuticulas gruesas y tricomas especializados que
impiden su asentamiento en la planta, a su vez producen compuestos quimicos para
protegerse de la infeccion (Giménez et al., 2018). En muchas plantas se ha observado que
las paredes celulares se lignifican después de la infeccion por hongos, bacterias, virus y
nematodos, como uno de los mecanismos de resistencia (Camarena-Gutiérrez y de la
Torre-Almaraz, 2007). Sin embargo, para que la planta logre defenderse, el
reconocimiento planta-patogeno juega un papel fundamental en la activacion del
mecanismo de respuesta luego de la infeccion local para aumentar la velocidad de la
defensa (Glazebrook, 2005).

Los tipos de defensa sistémica que se conocen de forma general son: la resistencia
sistémica adquirida (RSA) y la resistencia sistémica inducida (RSI). La RSA es una
respuesta de amplio espectro que se activa por el ataque de un patégeno, por una herida,
asi como por una molécula inductora, promoviendo una respuesta de hipersensibilidad
(RH) que se traduce en muerte celular en el sitio de la infeccién, dando lugar a lesiones
necréticas (Delgado-Oramas, 2020). En las zonas no afectadas, la RSA permite la
activacion transcripcional de genes relacionados con la patogénesis, que promueven la
sintesis de proteinas PR (del inglés Pathogenesis Related proteins), esta accion es mediada
por un proceso acido salicilico-dependiente y se mantiene a largo plazo si se controlan

factores como las condiciones climéticas y la nutricion (Van Loon et al., 2006).

Por otro lado, la RSI es inducida generalmente por rizobacterias promotoras del
crecimiento de la planta, que colonizan en la raiz sin causar un dafio visible, este
mecanismo lo producen las cepas de Pseudomonas, capaces de inducir resistencia local y
transferirla a otras partes de la planta (Delgado-Oramas, 2020). En el caso de la RSI,
durante este proceso no se acumulan proteinas PR ni acido salicilico, sino que se utilizan
las vias reguladas por el acido jasmoénico (JA) vy el etileno (ET) (Camarena-Gutiérrez y
de la Torre-Almaraz, 2007). Ambos tipos de resistencias conducen al mismo final que es
activar una respuesta frente al ataque de patogenos; sin embargo, difieren en la red de
sefializacion para que la planta active su mecanismo de defensa (Delgado-Oramas, 2020).
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A nivel molecular las estrategias de respuesta de las plantas al ataque de patdgenos
implican la percepcion de sefiales, la transduccion de sefiales y la expresion de genes de
respuesta (Kaloshian, 2004). En el estudio de esta actividad algunos autores han
encontrado correlacion de la expresion transcripcional de genes con la acumulacién de
hormonas responsables de mitigar el estrés por patégenos (Subramanian et al., 2011). El
ataque de patdgenos en plantas trae como consecuencia la sintesis de JA y acido salicilico
(SA) mediante un proceso de sefializacion que se refleja en la expresion de genes de
defensa PDF1.2 y PR1 y ICS1, respectivamente (Valdez-Sepulveda et al., 2015; Ali y
Baek, 2020; Kachroo et al., 2020). EI gen PDF1.2 es una defensina que codifica un
péptido antimicrobiano (Brown et al., 2003), el gen PR1 codifica para proteinas que
actian en la inhibicién del crecimiento y propagacion de los patégenos ( Breen et al.,
2017; Ali et al., 2018) y el gen ICS1 codifica para la enzima isocorismato sintasa, cuya

funcién es clave en la sintesis de SA (Kachroo et al., 2020).

En el proceso de defensa se sigue una cascada de sefializacion, resumida en cinco pasos:
(1) El reconocimiento de patrones moleculares asociados a patdégenos, como la quitina o
el quitosén, mediante receptores de reconocimiento de patrones (Glazebrook, 2005). (2)
La sefializacion intracelular a través de la proteina quinasa activada por mitdgenos MAPK,
gue se asocian con ROS, especialmente el H-0 y los iones de calcio (Ca?"). En el caso
del H20., dirige la RH en la resistencia contra patdgenos, funcionando como
desencadenante de la muerte celular en las células atacadas, e inductor de genes de defensa
en las células de las zonas no afectadas. EI Ca?* participa en la produccion de fitoalexinas
y compuestos tales como lignina y calosa, capaces de reforzar la estructura de la pared
celular (Camarena-Gutiérrez y de la Torre-Almaraz, 2007; Monaghan y Zipfel, 2012). (3)
La induccion de defensa corriente abajo por la actividad coordinada de fitohormonas como
el acido abscisico (ABA), JA, SA 'y ET, particularmente ET y JA. (4) La fortificacion de
la pared celular. (5) Produccion de varios metabolitos secundarios y proteinas
antifangicas (Silva et al., 2021). Asi mismo, el aumento de la actividad de varias enzimas,
como peroxidasa, polifenoloxidasa, fenilalanina amonio liasa, lipoxigenasa, [-1,3-
glucanasa y quitinasa, en los tejidos vegetales estd relacionado con la aparicion de

induccion de resistencia (de Melo et al., 2020).
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A pesar de los numerosos mecanismos de defensa desarrollados por las plantas con el
objetivo de superar las condiciones de estrés biotico, no se ha podido evitar las pérdidas
econdémicas y de rendimiento como consecuencia. Por esta razon, comprender la
interaccion de las plantas con su entorno bidtico ayuda en gran medida a reducir el uso de
agroquimicos que, a su vez, podria reducir la contaminacion ambiental. Recientemente,
se ha estudiado la induccion de tolerancia de las plantas a través de estimulantes naturales
y sintéticos; sin embargo, existen escasas opciones de solucion para estimular a la planta
contra los patdgenos del suelo, incluida la marchitez vascular por FO (Fujikawa et al.,
2021).

Bioestimulantes en la agricultura

La agricultura moderna se enfrenta al desafio de proporcionar alimentos a una poblacion
mundial creciente, ademas de superar numerosos factores de estrés biético y condiciones
ambientales adversas (Gonzélez de Molina et al., 2017). Las estrategias de manejo
empleadas para controlar la incidencia de FO se enfocan en medidas preventivas,
incluidos el uso de cultivares resistentes, tratamientos efectivos de fumigacion del suelo
y control biol6gico (Castafio et al., 2013; Esserti et al., 2016). Sin embargo, las
alternativas de control disponibles para esta enfermedad son deficientes y existe
preocupacion por el aumento de nuevas especies de patdgenos resistentes a los fungicidas
(Khan et al., 2017). Durante décadas se ha visto un gran crecimiento en el uso de
agroquimicos a nivel mundial; sin embargo, el uso indiscriminado de éstos,
especificamente los plaguicidas, ha provocado la acumulacién de residuos téxicos en el
suelo, aire, agua y alimentos, asi como la generacion de resistencias en plagas (Campos
et al., 2019). Por lo anterior, se requiere ofrecer alternativas sostenibles al uso de
agroguimicos convencionales hacia una industria agricola mas segura utilizando
compuestos naturales (Maluin y Hussein, 2020). En la busqueda de alternativas para
disminuir la severidad de las enfermedades causadas por patdgenos (estres biotico), se ha
estudiado la induccién de tolerancia al estrés en las plantas con la aplicacion de
bioestimulantes (Ali et al., 2020). Los bioestimulantes se definen como compuestos o
moléculas que al aplicarse en cantidades adecuadas mejora una 0 mas de las siguientes

caracteristicas en la planta: eficiencia en el uso de nutrientes, tolerancia al estrés (biotico
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o0 abidtico), rasgos de calidad de frutos, o disponibilidad de nutrientes confinados en el
suelo o la rizosfera (Du Jardin, 2015). Con base a este objetivo, los bioestimulantes
incluyen diversas sustancias bioactivas como: (1) acidos hdmicos y fulvicos, (2)
hidrolizados de proteinas animales y vegetales, (3) extractos de macroalgas marinas, y (4)
silicio, asi como microorganismos beneficiosos: (5) hongos micorrizicos arbusculares y
(6) bacterias fijadoras de N de cepas pertenecientes a los géneros Rhizobium, Azotobacter
y Azospirillum (Rouphael y Colla, 2020). El uso de bioestimulantes da como resultado la
alteracion de los procesos metabolicos que dan lugar al uso més eficiente de recursos
ambientales, crecimiento o rendimiento sustancialmente mayor y la activaciéon de sus
mecanismos de defensa, con lo cuales logran mitigar los diferentes tipos de estrés (Juarez-
Maldonado et al., 2019). El uso de bioestimulantes en la agricultura moderna se esta
convirtiendo en una practica comin como complemento o alternativa al uso de los

plaguicidas tradicionales.

Algas pardas como bioestimulantes

Las macroalgas comprenden cerca de 10,000 especies y contribuyen a aproximadamente
el 10% de la productividad marina mundial total, se recolectan tipicamente de mares y
océanos y debido a la afluencia masiva de algunas especias representan una fuente de
materia prima altamente disponible (Battacharyya et al., 2015; Rodriguez-Martinez y van
Tussenbroek, 2017). Las algas pardas son uno de los grupos mas abundantes y diversos
que se desarrollan en el agua o en ambientes muy hdmedos, son organismos
fotosintetizadores con una mayor eficiencia que las plantas vasculares (Miao et al., 2004),
donde el carbono inorganico (C), el nitrégeno (N), el fosforo (P) y el potasio (K) son los
principales elementos que requieren para la fotosintesis y el crecimiento (Roleda y Hurd,
2019). Este grupo de algas recibe su nombre por la abundancia de xantofilas, pigmentos
que les dan la coloracion parda o marrén (Terasaki et al., 2009); este carotenoide asi como
la fucoxantina les permite su adaptacion ante cambios ambientales antropogénicos
(Ryabushko et al., 2017). Su pared celular esta constituida por celulosa, alginatos y
polisacaridos sulfatados (fucoidan), los cuales comprenden un grupo de azlcares que

contiene fucosa, manosa, galactosa, xilosa y glucosa (Michel et al., 2010).
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El uso de las algas pardas data de mucho tiempo atras, entre los géneros mas utilizados en
el sector agricola se encuentran Fucus vesiculosus, Ecklonia maxima, Sargassum spp.,
Laminaria spp. y Ascophyllum nodosum, ésta Gltima siendo las méas utilizada (Bula-
Meyer, 2004). Recientemente, se ha estudiado a las algas pardas para el desarrollo de
bioestimulantes, debido a que representan una fuente potencial de compuestos bioactivos
con una amplia variedad de actividades bioldgicas, que pueden ser eficaces para controlar
las enfermedades de las plantas (de Melo et al., 2020). Las algas y sus derivados también
se utilizan en la agricultura como potenciales fertilizantes, mejoradores de suelo y
pesticidas en las plantas (Dmytryk y Chojnacka, 2018). El impacto que tienen las algas
pardas en las plantas depende de factores como, la especie, composicion, condiciones
ambientales, tipo de cultivar y la forma de aplicacion principalmente como extractos,
compostas y en fresco (Gorka et al., 2018). Su efecto bioestimulante a bajas
concentraciones, le permite inducir directamente el crecimiento de las plantas, a través de
sus diversos mecanismos, como el aumento en la germinacion de semillas, tolerancia a
diversos tipos de estrés y aumento en el rendimiento y calidad de frutos, lo cual, es posible
debido a su riqueza en compuestos bioactivos (Du Jardin, 2015; Esserti et al., 2016;

Hernandez-Herrera et al., 2018).

Componentes bioactivos en algas pardas

Las algas pardas contienen grandes cantidades de metabolitos con funciones bioldgicas,
dentro de los cuales predomina la presencia de carbohidratos, minerales, aminoacidos,
proteinas, acidos grasos, compuestos fendlicos, vitaminas, reguladores de crecimiento y
agentes quelantes (Vijay et al., 2017; Reboleira et al., 2019). Los carbohidratos son
moléculas de sefializacion que se activan bajo condiciones ambientales y nutricionales
adversas, permitiendo mantener una homeostasis metabdlica durante el estrés y
proporcionan energia (Janse van Rensburg et al., 2019). Las proteinas tienen funciones de
catalisis, transporte, defensa, estructura, regulacion, sefializacion y reserva (Bhatnagar-
Mathur et al., 2008). Los aminoacidos son precursores Yy constituyentes de las proteinas,
participan en el metabolismo y desarrollo de las plantas interfiriendo en el proceso de
asimilacion del N, transporte de nutrientes y mitigacion de estrés ambiental; ademas, la

prolina y fenilalanina son aminoécidos del sistema antioxidante de las plantas y
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contribuyen a la sintesis de compuestos fendlicos (Balasundram et al., 2006; Hayat et al.,
2012). Otro de los componentes esenciales en la célula, son los &cidos grasos que son una
fuente importante de energia para diversos procesos metabdlicos y funcionan como
mediadores de transduccion de sefiales frente al estrés, al actuar como sefiales
intracelulares y extracelulares (Mata-Pérez et al., 2018, 2017). Particularmente, las algas
pardas son ricas en compuestos fendlicos, que son metabolitos secundarios que se
sintetizan bajo estrés y protegen a las células y los componentes celulares (Battacharyya
etal., 2015). Su importancia radica en la actividad antioxidante, eliminando radicales tales
como radicales de oxigeno simple, superdxido, hidroxilo, alcoxilo y perdxido de
hidrégeno (Andjelkovi'c et al., 2006). Por otro lado, existen compuestos, que pueden
regular diferentes procesos fisioldgicos y bioquimicos, tal es el caso de las fitohormonas
como las auxinas, giberelinas y citoquininas, las cuales, actian sobre las células como
mensajeros quimicos y son capaces de regular varios fendmenos vitales de las plantas;
ademas, intervienen en el crecimiento y desarrollo (Sharma y Zheng, 2019). Por dicha
razon, el uso de productos a base de algas pardas esté incrementando, con la finalidad de
proporcionar alternativas para reducir el uso de insumos sintéticos en el control contra

hongo necrotroficos.

Usos de las algas pardas

Los primeros usos de las algas pardas en la agricultura fueron como aplicacion directa,
incorporando el alga fresca o seca en el suelo; sin embargo, esta actividad se limitaba a
zonas costeras, ya que, por razones de transporte y disponibilidad se reducia su
aprovechamiento en zonas lejanas al mar (Bula-Mayer, 2004). Recientemente, la afluencia
masiva de algunas especies de este género, motivo su explotacion a nivel industrial dentro
del area de la biorrefineria, alimenticia, cosmética, farmacéutica y agricola (Abdel-Raouf
etal., 2012; Jung et al., 2013; Reboleira et al., 2019). El uso potencial de las algas pardas
en la agricultura ha mostrado efectos favorables con su aplicacion siendo las principales
formas de uso en extractos, composta y aplicacion directa. Su utilidad permite estimular
el desarrollo de las plantas de una manera eficiente debido a su accién a bajas
concentraciones (Gorka et al., 2018; de Melo et al., 2020; Rouphael y Colla, 2020).

Diferentes estudios demuestran que las algas pardas y sus derivados mejoran el desarrollo
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de los cultivos mediante la germinacion de las semillas (Hernandez-Herrera et al., 2014),

la absorcién de nutrientes, el rendimiento y calidad de los cultivos (Trejo-Valencia et al.,

2018), y promueven la resistencia al estrés biotico y abidtico (Kasim et al., 2015;

Martynenko et al., 2016; Ibraheem et al., 2017). En el Cuadro 1, se describe de una manera

simplificada algunas investigaciones de los efectos de la aplicacion de algas pardas en el

desarrollo de cultivos.

Cuadro 1. Efecto de la aplicacion de algas pardas y sus derivados en el desarrollo de

Efecto

Referencia

cultivos.

Alga Forma de
aplicacion

Desmarestia Directa

aculeata

Ascophyllum Foliar

nodosum

Ascophyllum Foliar, drench y

nodosum foliar + drench

Sargassum Foliar, drench y

johnstonii foliar + drench

Ascophyllum Foliar y drench

nodosum

Ascophyllum Foliar

nodosum,

Laminaria spp.,

Sargassum spp. Yy

Fucus spp.

Sargassum spp. Composta

Sargassum Semilla

johnstonii

Laminaria Drench

cichorioides

Aumento de materia organica y
nutrientes del suelo, e incremento del
rendimiento del cultivo de cebada

Aumento  de
crecimiento vy
hibridos de sandia

parametros  de
rendimiento  en

Incremento de compuestos fenolicos
en frutos de pepino

Incremento  de contenido de
proteinas, azlcares, compuestos
fendlicos, licopeno y &cido ascdrbico
en frutos de tomate

Aumento de la altura de la planta, del
peso de la raiz y rendimiento de
tomate

Acumulaciéon de é&cido ascoérbico,
compuestos fendlicos, azlcares y
acido citrico en frutos de fresa

Incremento de K, Mgy Naen el suelo

Mejora del porcentaje de
germinacion  de  semillas vy
crecimiento inicial de las plantulas de
chile, tomate y berenjena

Mejora de la altura de la planta y
rendimiento del cultivo de trigo y
cebada

Montero-Vilarifio et
al. (1999)

Abdel-Mawgoud et
al. (2010)

Jayaraman et al.
(2011)

Kumari et al. (2011)

Ali et al. (2016)

Alkharpotly et al.
(2017)

Gayosso-Rodriguez
et al. (2018)

Patel et al. (2018)

Klykov et al. (2019)
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La aplicacion directa de las algas pardas, representa una practica de enmienda y
mejoramiento de suelos, debido a la descomposicion gradual de sus compuestos que
enriquecen la materia organica del suelo (Badar et al., 2015). Previo a su incorporacion,
se ha sugerido un proceso de secado Yy triturado para facilitar su descomposicion en la
superficie, esta accion funciona como remediacion de suelo y se puede acoplar a las
practicas culturales en la rotacion de cultivos (Reeves et al., 2019). Los beneficios de la
aplicacion de las algas en suelos por la presencia de compuestos que se mineralizan en la
superficie permiten la compensacion de la deficiencia de macronutrientes (N, P y K);
ademaés de mejorar su estructura, la capacidad de retencion de agua, la porosidad total y
la aireacion (Nabti et al., 2017; Hamed et al., 2018).

Por otro lado, la utilidad de algas en la composta favorece la actividad de la biota benéfica
que interactla con el sistema radicular de las plantas, aumentando la disponibilidad de
nutrientes, dicho proceso se ve influenciado por la relacion carbono-nitrégeno,
temperatura, humedad, metales pesados y salinidad de las algas (Michalak y Chojnacka,
2013). Estudios previos, muestran que la aplicacion de composta en suelos arenosos
resulté ser una buena enmienda para mejorar sus caracteristicas fisicas y nutricionales;
ademas de aumentar la productividad de las plantas y la resistencia de las plantas a un
estrés hidrico (Eyras et al., 1998). En este sentido, Ahmed y Shalaby (2012) evaluaron la
incorporacion de composta de algas, reforzando el desarrollo de las plantas aplicando
extractos al mismo tiempo, encontrando una mejora en el crecimiento vegetativo y en el
rendimiento de plantas de pepino. Sin embargo, la utilidad de estas algas representa un
reto, ya que se pueden obtener buenos resultados y a la vez resultados no tan favorables,
como lo muestran Gayosso-Rodriguez et al. (2018), en donde descartan el uso de
Sargassum spp. para la produccion de compostas, esto por el contenido elevado de sodio

que dificulta la disponibilidad que no es ideal para las plantas.

Extractos de algas pardas
La caracterizacion de algas pardas ha permitido desarrollar la mejor forma de
incorporacion en productos organicos para evitar efectos negativos y potencializar su

efecto (Patil et al., 2019). Una alternativa para la aplicacion de algas en la agricultura es
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el uso de extractos que permiten la concentracion de compuestos bioactivos; ademas, tiene
facil transporte, almacenamiento y facilidad de incorporacion en la formulacién de
productos de uso agricola (Bula-Mayer, 2004; Rengasamy et al., 2016). Actualmente, se
ha documentado que el proceso de extraccion a partir de biomasa de algas pardas emplean
diferentes solventes como agua (Kumari et al., 2011), etanol (Imbs et al., 2011), hidréxido
de potasio (Ali et al., 2016), metanol (Jithesh et al., 2019), cloroformo (Subramanian et
al., 2011), ente otros. Los diferentes métodos de extraccion, aplicacion y las diferentes
especies de algas pardas hacen que la actividad biologica de los extractos sea muy variada

al ser aplicados a las plantas (Goiii et al., 2016).

En la agricultura, se aplican extractos diluidos para promover el crecimiento, prevenir la
incidencia de organismos patdgenos e incrementar la calidad de los productos cosechados
(Verkleij, 1992). Su efecto bioestimulante se atribuye a la presencia de compuestos como
fitohormonas, vitaminas, compuestos fenolicos, carbohidratos, proteinas, aminoacidos y
minerales que presentan los extractos (Verkleij, 1992; Battacharyya et al., 2015). Sin
embargo, el éxito de su aplicacion radica en la forma de aplicacion, via foliar, al suelo,
sobre semillas e incluso incorporarse en la solucion de nutrientes (Kumari et al., 2011,
Billard et al., 2014; Hernandez-Herrera et al., 2014). Asi como en las concentraciones
utilizadas y la programacion de intervalos de aplicacion, que van desde los 7, 10, 15, 20 y
30 dias (Rouphael et al., 2017, 2018; Chrysargyris et al., 2020; Sarifiana-Aldaco et al.,
2020; Praveen et al., 2021). El uso de extractos como fertilizante ha mostrado beneficios
notables en el rendimiento en comparacién con los fertilizantes quimicos convencionales,
debido a la presencia de minerales enriquecidos y mezclas de oligoelementos en forma
soluble (Khan et al., 2009; Saravana et al., 2016). Asi mismo, se ha demostrado que la
aplicacion de extractos permite regular parametros morfologicos, fisioldgicos,
metabdlicos y gendmicos en las plantas en respuesta al estrés bidtico y abidtico (Garcia
Enciso et al., 2018; Shukla et al., 2019).

En la mitigacidn de estrés abidtico, se ha reportado que los extractos de algas pardas
permiten mitigar el efecto nocivo de la salinidad en las plantas cuando se utilizan como
biofertilizantes en el suelo (Hamed et al., 2017). Khan et al. (2009) evaluaron aplicaciones

de extractos de A. nodosum en Arabidopsis thaliana sometida a estrés por frio logrando
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tolerancia a las temperaturas bajo cero. Shukla et al. (2018) trataron plantas de soya en
condiciones de sequia con extractos de A. nodosum incrementando el contenido relativo
de agua, la conductancia estomatica y actividad antioxidante respecto al control. En
cuanto al estrés biotico se han encontrado efectos interesantes con su aplicacion de
extractos, tal es el caso de Subramanian et al. (2011) al estudiar la resistencia de plantas
de A. thaliana a Pseudomonas syringae y Sclerotinia sclerotiorum con extractos de
A. nodosum encontrando reduccion del desarrollo de la enfermedad en las hojas; lo cual,
se correlaciond con la expresion transcripcional de genes de defensa. Jayaraman et al.
(2011) aplicaron un extracto comercial de A. nodosum sobre patdgenos fungicos en
plantas de pepino, y obtuvieron mayor actividad de enzimas de defensa en hojas, incluidas
la PAL, quitinasa (CHI), B-1,3 glucanasa (GLU), peroxidasas (POD), polifenol oxidasa
(PPO) vy lipoxigenasa (LOX); las cuales, incrementan su actividad ante el ataque de
patdgenos. Asi mismo, Esserti et al. (2017) en la evaluacién del efecto de extractos de
algas pardas (Cystoseira myriophylloides, Laminaria digitata y Fucus spiralis) contra
patdgenos en el cultivo de tomate, lograron reducir la gravedad de la enfermedad,
encontrando una relacion en el aumento de actividad enzimatica en hojas con la defensa
frente al estrés. Sin embargo, la explotacién de pocas especies de este género representa
una oportunidad para seguir investigando los usos y beneficios de estas macroalgas en el

sector agricola.

Extractos de Sargassum spp. y sus propiedades antifungicas

El género Sargassum es caracteristico en la produccion de metabolitos secundarios con
alto potencial biotecnolédgico; ademas, representa una fuente potencial de explotacion
debido a su alta disponibilidad (Rodriguez-Martinez y van Tussenbroek, 2017). Entre los
componentes encontrados en las algas se incluyen polisacaridos, vitaminas, minerales,
proteinas, antioxidantes, pequefias cantidades de lipidos, polifenoles y pigmentos (Garcia-
Enciso et al., 2018). Su presencia se ha correlacionado con la mitigacion del estrés biotico
en plantas, debido a que hay un incremento en la sintesis de compuestos derivados de los
fenilpropanoides que activan una cascada de sefializaciones, que aumentan la actividad

antioxidante y conducen a la proteccion contra patdégenos (Esserti et al., 2016).
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En la caracterizaciébn de algunos de sus compuestos como los polisacaridos y
oligosacéridos, particularmente el caso del ulvano, laminarinas, fucanos sulfatados,
carragenanos y alginatos, se estudid la capacidad de desencadenar respuestas de defensa,
consiguiendo suprimir enfermedades a través de la accion directa sobre los agentes
causales e inducir tolerancia al estrés bidtico y abiotico en plantas (Nawaim et al., 2017b;
Bouissil et al., 2020). La activacion de estas vias de sefializacion en particular SA, JA'y
ET conduce a un aumento de la expresion de genes que codifican a proteinas relacionadas
con patogenesis (PR) con actividades antifungicas y enzimas de defensa, tales como la
fenilalanina amoniaco liasa (PAL) y lipoxigenasa (LOX) que determinan la acumulacion
de compuestos fenilpropanoides (PPC) y oxilipinas con actividades antiflgicas
(Glazebrook, 2005; Vera et al., 2011). Estudios previos muestran que los extractos de
algas de Sargassum spp. pueden activar o interactuar con los mecanismos de defensa
latentes de las plantas, induciendo resistencia frente al estrés, lo que hace que la planta sea
menos susceptible al ataque posterior de patégenos (Rehman et al., 2017; Melo et al.,
2020). Este fendmeno lo observaron Khedia et al. (2020) quienes en plantas de tomate
aplicaron foliarmente extractos de S. tenerrimum para inducir resistencia a Macrophomina
phaseolina consiguendo una regulacion del anién superéxido (O 2 °® ") y perdéxido de
hidrogeno (H202) mediada por las enzimas antioxidantes superéxido dismutasa (SOD),
catalasa (CAT) y ascorbato peroxidasa (APX). Estas enzimas son la primera linea de
defensa ante el estrés en las plantas y reducen cooperativamente el estado oxidativo (Leija-
Martinez et al., 2018; Kapoor et al., 2019). Asi mismo, Ammar et al. (2017) encontraron
capacidad antifingica con extractos de S. vulgare sobre Pythium aphanidermatum. A
pesar de su capacidad para producir grandes cantidades de productos naturales con
diversas actividades bioldgicas, estas macroalgas han sido poco documentadas por su
actividad antifungica contra hongos fitopatégenos (Nawaim et al., 2017a). Por lo anterior,
el objetivo del presente trabajo fue evaluar el potencial de extractos hidroalcohdlicos de
SAR en base al control de incidencia y severidad para incrementar la tolerancia a la

infeccion por FO en el cultivo de tomate.
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MATERIALES Y METODOS

Ubicacidn y establecimiento del experimento

La presente investigacion se realizo en el Departamento de Horticultura en la Universidad
Autonoma Agraria Antonio Narro, Saltillo, Coahuila, en el laboratorio de Fisiologia
Vegetal y en un invernadero de tipo capilla con cubierta de polietileno orientacion sur-
norte que se localiza en las coordenadas 25°21'27.17" latitud norte y 101° 2'00.16"
longitud oeste, a una altitud 1763 msnm. La experimentacion de este trabajo constd de
cinco etapas: 1) Produccion de extractos hidroalcoholicos de SAR, II) Prueba preliminar
en etapa de plantula, 111) Caracterizacién del extracto de SAR seleccionado, 1) Desarrollo
del cultivo de tomate aplicando el extracto seleccionado y V) Analisis de variables
bioquimicas, actividad enzimatica y expresion génica. Dichas etapas se describen a

continuacion.

ETAPA 1) Produccion de extractos hidroalcohélicos de SAR

La macroalga Sargassum spp. (SAR) fue colectada en el Caribe Mexicano. El alga se dejo
secar al sol por 24 h, se lav6 con agua potable para eliminar exceso de sales, se sec en un
horno a 60°C y se pulverizd hasta conseguir un tamafio de particula menor a 0.5 mm.
Posteriormente, se realizaron 17 extracciones siguiendo la metodologia descrita por Ruiz
et al, (2015), considerando tres factores de variacion: temperatura de extraccion (120, 140
y 160 °C), tiempo de extraccion (0, 15y 30 min) y proporcién del solvente (0, 25 y 50%
de etanol), los cuales se establecieron mediante un disefio central compuesto (Cuadro 2).
El proceso de extraccidn consistié en colocar en un reactor tipo batch 5 g de muestra seca
de SAR con 100 mL del solvente, deteniendo el proceso al alcanzar la temperatura y

tiempo de extraccién. El extracto obtenido se almaceno a -20 °C, hasta su uso.



23

Cuadro 2. Condiciones de produccion de extractos hidroalcohélicos de SAR.

Tratamiento T TE Etanol
(°C) (min) (%)

El 120 0 0
E2 120 0 50
E3 120 30 50
E4 120 30 0
E5 160 0 0
E6 160 0 50
E7 160 30 50
E8 160 30 0
E9 140 15 25
E10 140 15 25
Ell 140 15 25
E12 120 15 25
E13 160 15 25
El4 140 0 25
E15 140 30 25
E16 140 15 0
E1l7 140 15 50

T: Temperatura; TE: Tiempo de extraccion.

ETAPA I11) Prueba preliminar en etapa de plantula

La prueba preliminar se realizd durante el periodo de abril-junio del 2020 en un
invernadero tipo capilla (Figura 4). La siembra del material vegetal se hizo en charolas de
poliestireno usando semillas de S. lycopersicum variedad hibrido el CID F1, las cuales se
trasplantaron a los 24 dias después de la siembra en contenedores de unicel de 0.8 L con
una mezcla de sustrato peat moss y perlita (1:1). El experimento tuvo una duracién de
43 dias después del trasplante (DDT), siguiendo un disefio completamente al azar con 20
tratamientos y 10 repeticiones por tratamiento, los cuales se detallan a continuacion: 17
extractos de SAR (E1-E17) (Cuadro 2), un testigo infectado en plantulas inoculadas con
FO (TI), un testigo comercial infectado (TCI) con la aplicacion de un extracto a base de
A. nodosum y un testigo absoluto (TO) en plantulas sin aplicaciones y sin infeccién. Los
tratamientos se aplicaron de manera foliar en el haz y envés de las hojas a los 7, 12, 22,
33 y 43 DDT a una concentracion de 3 L ha?, que es la dosis media aplicada en
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bioestimulantes comerciales a base de algas marinas. El proceso de inoculacion se realizo
alos 14 DDT y consistio en adherir a la raiz cinco explantes de FO de 0.7 cm de didmetro
por contenedor. La cepa de FO utilizada fue procedente del Centro de Investigacion
Cientifica de Yucatan (CICY) con no. de ascension NCBI MF996561.

Figura 4. Prueba preliminar en plantula de tomate A) Establecimiento de experimento, B) Aplicacién de
tratamientos, C) Inoculacién de FO en la raiz y D) Evaluacion de variables agrondmicas.

Variables evaluadas en plantulas de tomate

Durante la prueba preliminar se evaluo la induccion de tolerancia de los extractos de SAR
y la progresion de la infeccion por FO con intervalos de 10 dias. La incidencia de la
enfermedad se determind por presencia de plantas sanas y enfermas y la severidad de los
sintomas de la enfermedad se midié de acuerdo a la escala propuesta por Diener y Ausubel
(2005), donde: 0 = planta muerta (100%); 1 = hojas viejas muertas y hojas jévenes con
crecimiento detenido (80%); 2 = hojas viejas clordticas y hojas jévenes con crecimiento
detenido (60%); 3 = hojas viejas con clorosis vascular y hojas jovenes con crecimiento
detenido (40%); 4 = peciolos de hojas con crecimiento detenido (20%); 5 = sin sintomas
visibles (0%). Finalmente, a los 43 DDT se midieron variables agronémicas como el
didmetro de tallo con un vernier digital (mm), nimero de hojas y altura de planta con un

flexdbmetro (cm). En base a las variables estudiadas se seleccioné un extracto de SAR.

ETAPA I111) Caracterizacion del extracto de SAR seleccionado

El extracto seleccionado que mejores resultados presentd en base a las variables
agronomicas y de incidencia y severidad fue el E12 (25% de etanol, 120° de temperatura
de extraccion y 15 minutos de extraccion). EI E12 fue seleccionado para su caracterizacion

en términos bioquimicos evaluando: PT: Proteinas totales; AA: Aminoacidos;
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GSH: Glutatién reducido; FT: Fenoles totales; FL: Flavonoides; CAT: Capacidad
antioxidante; fitohormonas como AIA: Acido indol-3-acético; tZ: Trans-zeatina y perfil
de monosacéaridos como GAT-galactosa, MAN- manitol y FUC- fucosa, considerando tres
repeticiones por andlisis. Ademas, se realizo una prueba antifangica in vitro y se calculd

la concentracion minima inhibitoria (CMI) al 50% y 90%.

Analisis bioquimico
Proteinas totales (PT)

La cuantificacion de PT se determin6 mediante técnica colorimétrica de Bradford, (1976).
Se tomaron 0.1 mL del extracto E12 y se agregaron 1 mL del reactivo Bradford (Bradford,
Thermo Scientific™, EU). Después de 5 minutos, se leyd la absorbancia a una longitud
de onda de 595 nm en un espectrofotometro UV-Vis (Thermo Scientific Modelo G10S,
Waltham, MA, EE. UU.). Se realiz6 una curva de calibracién con albumina de suero
bovino estandar (0.005-0.5 mg mL™). Los resultados se expresaron como gramo por
kilogramo de proteinas totales en peso fresco (g kg PF).

Aminoécidos (AA)
Para la cuantificacion de AA se tomaron 0.25 mL del extracto E12, se colocaron en tubos
de vidrio con tapa y posteriormente se le agregaron 2.25 mL de buffer de citratos, a los
cuales se les agreg6 0.5 mL de ninhidrina al 0.35%. La mezcla fue agitada suavemente y
colocada en bafio maria en un rango de temperatura entre 80 a 100 °C para llevar a cabo
la reaccion durante 20 min. Una vez terminada la reaccion, los tubos se colocaron en un
bafio de hielo y se leyd la absorbancia en un espectrofotémetro UV-Vis (Thermo Scientific
Modelo G10S, Waltham, MA, EE. UU.), a una longitud de onda de 570 nm. Las unidades
de concentracién fueron obtenidas mediante una curva de calibracidn previamente trazada
con leucina grado estandar en un rango entre 10 y 100 mg L. Los resultados se reportaron

en miligramos por gramo de peso fresco (mg g™* PF).

Glutation reducido (GSH)
El GSH se cuantificé siguiendo la técnica espectrofotométrica establecida por Xue et al.,
(2001), mediante la reaccion con acido 5,5 ditio-bis-2 nitro benzoico (DTNB, Sigma
Aldrich, Alemania). En un tubo para centrifuga se colocaron 0.48 mL del extracto E12,
2.2 mL de fosfato dibasico de sodio (0.32 M) y 0.32 mL del colorante DTNB a 1 mM. Se
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mezclo y se leyd la absorbancia en un espectrofotometro UV-VIS a una longitud de onda
de 412 nm. Los resultados se reportaron en miligramos por gramo de peso fresco (mg g
PF).

Fenoles totales (FT)

El contenido de FT se midi6 siguiendo la metodologia descrita por Singleton et al. (1999),
con algunas modificaciones. Se tomaron 50 pL del extracto E12 y se agregaron 200 uL
de reactivo Folin-Ciocalteu (Sigma Aldrich, Alemania), se afiadieron 500 pL de NaCO3
al 20% y se adicionaron 5 mL de agua destilada, una vez hecha la mezcla fue sometida a
vortex, se colocd a 45 °C durante 30 min para que la reaccion fuera efectuada y se leyo la
absorbancia a una longitud de onda de 750 nm (Sultana et al., 2009). La curva de
calibracion se trazé con acido galico a concentraciones de 100, 250, 500, 750 y 1000 mg
L. Los resultados fueron expresados en mg equivalentes de acido galico g de peso
fresco (mg EAG g™ PF).

Flavonoides (FL)
La cuantificacion del contenido de FL se realizo siguiendo la metodologia descrita por
Zhishen et al. (1999), con algunas modificaciones. Se colocaron 250 uL del extracto E12
en un tubo de ensayo, seguido de la adicion de 75 uL de NaNO3 al 5% y se agitd mediante
un vortex. Después de 5 min se agregaron 150 uL de AICIz al 10%; luego, se agregd un
volumen de 500 puL de NaOH 1 M, mas un volumen final de 2.025 mL de agua destilada.
La absorbancia se midi6 a una longitud de onda de 510 nm en un espectrofotometro Uv-
Vis (Genesis 10s Uv-Vis). Los flavonoides se cuantificaron mediante una curva estandar

de catequina, basados en peso seco (mg EC g1 PS).

Capacidad antioxidante (CAT)
La CAT del extracto E12 se determind siguiendo la metodologia descrita por Brand-
Williams et al. (1995), con algunas modificaciones. La reaccion se llevo a cabo con DPPH
(2,2-difenil-1-picrilhidracilo, Sigma Aldrich, Alemania) a una concentracion de 0.1 mM,
utilizando 750 pL del E12 y el reactante, se dejé reposar por 15 minutos y se realiz6 la
lectura de la absorbancia a una longitud de onda de 530 nm en un espectrofotometro UV-
Vis (Thermo Scientific Modelo G10S, Waltham, MA, EE. UU.). La curva de calibracion

se traz6 utilizando como estandar trolox a una concentraciéon de 0.1 mM, usando como
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solvente metanol puro, usando las concentraciones de 0, 0.015, 0.045, 0.105, 0.210, 0.420
mM. Los resultados se expresaron en mM TEAC (Trolox equivalent Antioxidant

Capacity, por sus siglas en inglés).

Fitohormonas
Acido indolacético (AIA)

La cuantificacion de AlA se efectué mediante un cromatografo de liquidos (HPLC) marca
Varian 920 LC con detector Fluorescencia. EI método analitico utilizado fue el establecido
previamente por Bosco et al. (2013) con los siguientes parametros, como fases maoviles la
fase A: agua: acetonitrilo: acido formico (94.9: 5:0.1%) y la fase B: acetonitrilo: agua:
acido férmico (94.9:5:0.1). Se utilizé una columna C18 (AQUASIL C18, 150mm x
3.9mm, 5um), con proporciones 50:50 A/B y un flujo isocratico de 0.8 mLmin™. El
volumen de inyeccion fue de 50 pL, cuyo tiempo de retencién fue de 5.69. Los resultados

se expresan en miligramos por kilogramo de peso fresco (mg kg™ PF).

Trans-zeatina (t2)
La cuantificacidn de tZ se determind siguiendo la metodologia descrita por Rivas Martinez
et al. (2017), con algunas modificaciones. El extracto E12 fue filtrado mediante
membranas de 0.45 um de didmetro de poro y transferido a viales para su inyeccion en el
cromatografo. La cuantificacion se realizd mediante el uso de un Cromatégrafo de
liquidos de alta resolucion (HPLC VARIAN 920LC) con detector UV, utilizando como
fases moviles acido acético al 100 mM (Fase A) y acetonitrilo al 100% (Fase B). Se utilizd
una columna C18 (AQUASIL C18, 250 mm x 4.6 mm, 5 pum), con proporciones de fase
de 80:20 (v/v) (Fase A: B) y un flujo isocrético de 0.4 mL min™. El volumen de inyeccion
fue de 50 pL. La muestra se filtrd y se paso a viales para inyectar al cromatdgrafo, cuyo
tiempo de retencidn fue de 4.8. Los resultados se expresan en microgramos por gramo de

peso fresco (ug g PF).

Perfil de monosacéaridos

Para el analisis del perfil de monosacarido se cuantificd fucosa, galactosa y manitol,
mediante la metodologia de Martin Juérez et al. (2016). El extracto E12 se filtro a través
de un filtro de nailon de 0.45 um de diametro de poro. La lectura se realizd6 mediante un
el uso de un cromatografo de liquidos de alta resolucion (HPLC VARIAN 920LC) con
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detector UV, 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 100 g* de PF.

Prueba antifungica in vitro

La prueba in vitro se realizO para evaluar la capacidad antifingica del extracto E12
aplicado durante el desarrollo del cultivo. FO se incubd a 27 + 2°C durante 7 dias para su
posterior uso. El extracto E12 se evalud en seis concentraciones (0, 100, 200, 400, 800,
1600 y 3200 mg L), con cinco repeticiones por concentracion; siguiendo la técnica de
medio envenenado empleada por Jasso de Rodriguez et al. (2017), con el fin de conocer
el efecto inhibitorio del extracto sobre el hongo fitopatdgeno FO a los 6 y 12 dias después
de la inoculacion (DDI). La preparacion del medio envenenado se realizd en matraces
erlenmeyer de 150 mL, en condiciones de esterilidad, mezclando agar PDA con la
respectiva concentracion de extracto. La mezcla se vacio en cajas Petri de 10 cm de
diametro. Una vez solidificado el medio, se sembrd un explante de 8 mm de diametro del
hongo en el centro de la caja. Las cajas Petri se incubaron a 27 + 2°C durante 12 dias. El
potencial de inhibicion se evalué midiendo el crecimiento radial (mm) con vernier digital
marca NEIKO. Se calculé tomando como referencia el crecimiento del tratamiento control
(cajas Petri s6lo con medio PDA y explante de hongo) como referencia, y se calculo
mediante la siguiente ecuacion:

o, DC - DT
% de inhibicion = Tx 100

donde DC es el diametro del control y DT es el didmetro de los tratamientos a diferentes

concentraciones.

Concentracion minima inhibitoria (CMI)
La CMI se calculo para definir la concentracion necesaria a utilizar para que el extracto
E12 inhiba el crecimiento in vitro visible de FO en un 50% y 90%, expresada en términos

de CMIso y CMlgo, respectivamente.
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ETAPA 1V) Desarrollo de cultivo de tomate aplicando el extracto de SAR
seleccionado

El desarrollo de cultivo se realizd durante el periodo de julio-octubre del 2020 en un
invernadero tipo capilla. Se usaron semillas de S. lycopersicum variedad hibrido EI CID
F1, sembradas en charolas de poliestireno. A los 23 dias después de la siembra, se
trasplantaron en bolsas de polietileno negras de 14 L de capacidad, usando como sustrato
peat moss y perlita (1:1); las plantas se manejaron a un tallo, se realizaron todas las labores
culturales y la nutricion fue provista a través de la solucion Steiner (Steiner, 1961) de
acuerdo a la etapa fenoldgica. El experimento tuvo una duracion de 97 dias, siguiendo un
disefio completamente al azar con 4 tratamientos y 25 repeticiones por tratamiento. Se
evalud el extracto de SAR E12 (TX) seleccionado en la prueba preliminar en términos de
incidencia y severidad aplicado en las plantas infectadas con FO, un testigo infectado con
FO (TI), un producto comercial a base de A. nodosum aplicado en plantas infectadas con
FO (TCI) y un testigo absoluto (T0O) en plantas sin aplicaciones y sin infeccién. La
aplicacion de los tratamientos fue en intervalos de 10 dias a los 8, 18, 27, 37, 47, 57, 67,
77, 87 y 97 DDT asperjandose a punto de goteo en el haz y envés de las hojas a una
concentracion de 3 L ha™. La inoculacion de FO se realizo a los 22 DDT, utilizando una
solucidén de esporas que se obtuvo a partir de micelio del hongo cultivado en cajas Petri
con medio PDA durante 15 dias a 28°C. Se rasp0 la superficie de la caja con una solucion
de Tween 80 al 0.1% para retirar el micelio y las esporas, y la solucion se filtrd con gasas
estériles. Posteriormente, se hizo un conteo de esporas haciendo una dilucién 1:10 en una
camara de Neubauer usando la siguiente formula:

Esporas/mL = (X ) (25) (FD) (FC)

Donde: X= promedio de esporas contadas; 25 = cuadros totales de la camara; FD= factor
de dilucion empleado y FC= factor de cdmara (10,000). El promedio de los conteos fue
de 2.0595 x108 esporas mL™%, el cual se ajust6 a una concentracion de 1x10° esporas mL-
! En los tratamientos infectados, la inoculacion consistio en extraer la planta de la bolsa
retirando el sustrato, cortar el crecimiento apical de la raiz para promover la infeccion,
regresar la planta al sustrato y regar 400 mL de solucion de 1x10° esporas mL™ en cada

planta. Variables evaluadas en plantas de tomate.
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Variables evaluadas en plantas de tomate

La induccion de tolerancia del extracto de SAR E12 se evalu6 en términos de incidencia
de la enfermedad considerando la presencia de plantas sanas y enfermas, cuantificandose
como porcentaje de incidencia. Ademas, se midio la severidad de los sintomas de la
enfermedad causada por FO de acuerdo a la escala propuesta por Diener y Ausubel (2005).
Durante el desarrollo del cultivo, se midieron variables agronémicas con intervalos de 10
dias dando un total de 10 lecturas de DAT- didmetro de tallo con un vernier digital (mm),
NH- numero de hojas y racimos (NR) y AT-altura de planta con un flexdmetro (cm). A
los 99 DDT se determiné el rendimiento (REND) expresado en gramos por planta, la
BSA- biomasa seca aérea y BSR- biomasa seca radical (g planta™l). Ademas, se hicieron
4 muestreos (M) de hojas; M1- a las 24 h después de la segunda aplicacion de tratamientos,
M2- a los 5 dias después de la inoculacion, M3- a las 24 h después de la cuarta aplicacion
y M4- durante la produccion del cultivo; ademas se hizo un muestreo de frutos (MF) en

el tercer racimo. En la Figura 5 se observa un cronograma del desarrollo del cultivo.
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Figura 5. Cronograma del desarrollo del cultivo de tomate tratado con un extracto de SAR.
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ETAPA V) Anélisis de variables bioquimicas, actividad enzimética y de expresion

génica

Determinacion de calidad de fruto

Se seleccionaron 5 frutos al azar de la cosecha del tercer racimo, en funcion de ausencia
de dafios fisicos, uniformidad y estado de madurez 87-807 que es cuando el 70% de los
frutos mostré el color rojo ligero tipico de madurez, de acuerdo con la escala BBCH
descrita por (Meier, 2001), siendo un total de 15 frutos por tratamiento. EI PFT-peso por
frutos (g) se determind con una béscula digital, la conductividad eléctrica (CE) se
determind con un conductimetro digital marca HANNA® en mS cm; el didmetro polar
(DP) y ecuatorial (DE) se determind con un vernier digital (NEIKO) en mm, el potencial
de hidrogeno (pH) se determind utilizando un potenciometro digital (HANNA®), los
SST- sélidos solubles totales (%) se midieron con un refractdmetro digital PR-
101ATAGO PALETTE. La firmeza de los frutos (FF) se determind con un penetrometro
manual (Wagner Instruments, modelo FDK 20, Greenwich, CT, EE. USA.), para ello se
tomaron tres medidas en puntos diferentes del fruto y se obtuvo el promedio, los resultados
se expresaron en kg cm. En cuanto a las variables bioquimicas, se determin la capacidad
antioxidante, vitamina C, fenoles totales y licopeno en los frutos. Estos se recolectaron, se
congelaron en nitrogeno liquido, se almacenaron en un ultracongelador a —80 <C, y se
liofilizaron durante 48 h a - 80°C con una presion de 0.133 mbar. Finalmente, se molieron

hasta obtener un polvo fino, el cual se utiliz6 para realizar las determinaciones.

Variables bioquimicas
Vitamina C

La cuantificacion de vitamina C se determind siguiendo el método descrito por Yu y
Dahlgren, (2000), con algunas modificaciones. La extraccion se realizé pesando 100 mg
de tejido liofilizado y macerado suspendiéndose en 2 mL de solvente agua: acetona (1:1).
Se agito en vortex por 30 seg, se ultracentifugé a 12,000 rpm a 4 °C, se extrajo el
sobrenadante y se filtr6 con membrana de nylon de 0.45 pum de didmetro de poro. La
cuantificacion se realizd en un Cromatografo de liquidos de alta resolucion (HPLC)
Thermo Spectra system P4000®, bajo las siguientes condiciones: longitud de onda
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230 nm, fase movil NaH2PO4 50 mM pH 2.8/ acetonitrilo en una proporcién 80:20, flujo
de 1.0 mL min?, la columna utilizada fue una aquasil C-18 a una temperatura de 60 °C.

Las unidades fueron reportadas en g kg™.

Fenoles Totales
El contenido de compuestos fendlicos totales se extrajo con una muestra de 200 mg de
tejido liofilizado agregando 1 mL de la solucion agua: acetona en una proporcion 1:1 (Yu
y Dahlgren, 2000). Se sometidé a vortex por 30 seg, posteriormente se sonificd por
5 minutos, finalmente se sometid a centrifugacion a 4 °C y 12,500 rpm por 10 min. Se
retir6 el sobrenadante y la cuantificacion se efectué colorimétricamente mediante el
reactivo Folin-Ciocalteu (Sigma Aldrich, Alemania). Se tomaron 50 uL del extracto y se
agregaron 200 L del reactivo Folin-Ciocalteu, se afiadieron 500 uL Na2COz al 20% y se
adicionaron 5 mL de agua destilada, una vez hecha la mezcla fue sometida a vortex, se
coloco a 45 °C durante 30 min para que la reaccion fuera efectuada y se leyd la absorbancia
a una longitud de onda de 750 nm (Sultana et al., 2009). La curva de calibracion se traz6
con acido galico a concentraciones de 100, 250, 500, 750 y 1000 mg L, siguiendo el
mismo protocolo para las muestras. Los resultados fueron expresados en mg de acido
galico g de tejido seco.
Licopeno

En la cuantificacion de licopeno en fruto de tomate se pesaron 100 mg de tejido liofilizado
y se colocaron en tubos de 2 mL, se agregaron 1.5 mL hexano y se someti6 a agitacion en
vortex por 30 seg; después se sonificd por 5 min y se centrifug6 a 4 °C por 10 min a
10,000 rpm. Se extrajo el sobrenadante y se filtré con membranas de nylon de 0.45 um de
diametro de poro. Para leer la absorbancia de la muestra se hizo una dilucién 1:10
(muestra/hexano), se cuantificd con un espectrofotometro UV-Vis (Thermo Scientific
Modelo G10S, Waltham, MA, EE. UU.) a una longitud de onda de 472 nm y la
concentracion fue obtenida mediante la curva de calibracion previamente trazada con
estandar de licopeno en un rango de concentraciones de 2 a 25 mg L (Bunghez et al.,

2011). Los resultados se expresaron en mg 100 g de peso seco™.
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Capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante se determind en frutos liofilizados siguiendo la metodologia
descrita por Kotikova et al. (2011), con algunas modificaciones. Se usaron 100 mg de
tejido macerado, se colocaron en tubos eppendorf de 2 mL y se agreg6 1.5 mL de metanol
puro. Se agitaron en vortex por 20 seg, posteriormente se sonificd por 10 minutos y se
centrifugd a 12,000 rpm a 4 °C por 15 minutos. El sobrenadante se extrajo con jeringas y
se filtr6 con membrana de nylon de poro de 0.45 um de diametro. La reaccion se llevd a
cabo con DPPH a una concentracion de 0.1 mM, utilizando 750 pL de la muestra y el
reactante, se dejo reposar por 15 minutos y se realizo la lectura de la absorbancia a una
longitud de onda de 530 nm en un espectrofotémetro UV-Vis (Thermo Scientific Modelo
G10S, Waltham, MA, EE. UU.). La curva de calibracion se trazé utilizando como estandar
trolox a una concentracion de 0.1 mM usando como solvente metanol puro, midiendo las
concentraciones de 0, 0.015, 0.045, 0.105, 0.210, 0.420 mM. Los resultados se expresaron
en mM TEAC (Trolox equivalent Antioxidant Capacity, por sus siglas en inglés).

Evaluacion de variables relacionadas a tolerancia a estrés en hojas

Se determino la actividad de las enzimas fenilalanina amonio liasa (PAL), quitinasa y -
1,3 glucanasa y se cuantificaron los pigmentos fotosintéticos clorofila a, b, carotenos y
carotenoides totales. Las determinaciones se realizaron en hojas correspondientes a los
4 muestreos (M) de hojas; M1- a las 24 h después de la segunda aplicacion de tratamientos,
M2- a los 5 dias después de la inoculacion, M3- a las 24 h después de la cuarta aplicacion
y M4- durante la produccion del cultivo. Las hojas se recolectaron en bolsas de aluminio,
se congelaron en nitrogeno liquido, se almacenaron en un ultracongelador a —80 °C, y se
liofilizaron durante 24 h a -80°C con una presion de 0.133 mbar. Finalmente, se molieron

hasta obtener un polvo fino, el cual se utiliz6 para realizar las determinaciones.

Obtencion de extracto enzimatico (EE)

El EE se realizé utilizando 100 mg del material vegetal pulverizado, se le afiadié 1.5 mL
de buffer de fosfatos 0.1 My pH 7.2 y fue sonicado por 10 min, posteriormente se sometid
a centrifugacion a 12,000 rpm por 10 min a 4°C, el sobrenadante se recolecto y se filtr6

con membrana de nylon de 0.45 um de diametro de poro (Ramos et al., 2010). Finalmente,
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se diluy6 en una proporcién 1:15 con buffer de fosfatos. Con este extracto enzimatico se

determind la enzima fenilalanina amonio liasa (PAL).

Cuantificacion de proteinas totales
La cuantificacion de proteinas se determind mediante la técnica colorimétrica de Bradford,
(1976), se tomaron 0.1 mL del EE y se agregaron 1 mL del reactivo Bradford. Después de
5 minutos, se leyo la absorbancia a una longitud de onda de 595 nm en un
espectrofotometro UV-Vis (Thermo Scientific Modelo G10S, Waltham, MA, EE. UU.).
Se realiz6 una curva de calibracién con albdmina de suero bovino estandar (0.005-0.5 mg

mL1). Los resultados se expresaron como g kg™ de proteinas totales en peso seco.

Actividad enzimatica fenilalanina amonio liasa (PAL)

La actividad de la enzima PAL se determino de acuerdo a Syklowska-Baranek et al.
(2015), con algunas modificaciones. En un tubo de ensayo se colocaron 0.1 mL del EE,
0.9 mL de L-fenilalanina a 6 mM. Se incubd a 40 °C por 30 minutos, la reaccion se detuvo
agregando 0.25 mL de HCI al 5 N. Se colocaron en bafio de hielo y se les agregé 5 mL de
agua destilada. Para la cuantificacion se calibré con un blanco de buffer de fosfatos pH 7
y se determiné la absorbancia a 290 nm en un espectrofotometro UV-VIS con una celdilla
de cuarzo. La actividad enzimética se evalud en funcion de la capacidad de degradacion
de los EE al sustrato, en este caso, fenilalanina. Las lecturas de las diferentes muestras
fueron interpoladas en la ecuacion obtenida de la curva de calibracién con é&cido
transcinamico (1-10 mg mL™). Los resultados de la catalisis enzimatica se expresaron
como Unidades (U), sustituidos en la siguiente formula:

6.25 (ml)
01D @ )

Proteinas totales Iég
g

Vo UM (—=—F—~x

PAL = =U

U que equivalen a la produccion de pM de acido transcindmico por minuto por proteinas

totales (g kg™), donde:

UM * min
9
kg

U=
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Actividad enzimética de quitinasa y - 1,3 glucanasa
El EE para las enzimas quitinasa y B- 1,3 glucanasa se realizé utilizando 100 mg del
material vegetal pulverizado, se le afiadieron 2 mL de solucion buffer de acetato de sodio
0.1 mol Lt pH 5.2 y fue sonicado por 10 min. Posteriormente, se sometid a centrifugacion
a 12,000 rpm por 10 min a 4°C, el sobrenadante se recolecté y se filtr6 en membrana de
nylon de 0.45 pum de diametro de poro (Ramos et al., 2010).

Quitinasa
La actividad quitinasa se determind adicionando a 250 uL. de EE, 500 pL de soluciéon
amortiguadora de acido citrico 0.1 M y fosfato de sodio 0.1 M a pH 5.2 y 250 pL de
quitina coloidal 0.5%. Las muestras se incubaron a 37°C durante 20 minutos con agitacién
continua y la reaccion se detuvo al calentarla a ebullicion por 5 minutos (Rodriguez
Pedroso et al., 2006). Se determiné el incremento de azUcares reductores por la técnica de
Miller (Miller, 1959), se ley6 la absorbancia a una longitud de onda de 540 nm. La
actividad enzimaética se determind por la medicion del nivel de produccién de azlcares
reductores y se expresé en términos de produccién de pg mL* de glucosa por minuto por

proteinas totales (g kg™?).

B-1,3 glucanasa

La actividad de B-1,3 glucanasa se determind de acuerdo a la metodologia descrita por
Rodriguez Pedroso et al. (2006). En un tubo de ensayo se colocaron 0.1 mL de EE, 0.2 mL
de sustrato laminarina a una concentracion de 1 mg mL* y 0.1 mL de solucion
amortiguadora de acetato de sodio 0.1 M a pH 5.2, las muestras se incubaron a 40°C
durante 30 min. La actividad enzimatica se determiné por medicion del nivel de
produccién de azucares reductores (Miller, 1959), se leyo la absorbancia a una longitud
de onda de 540 nm y se expresd en términos de produccion de ug mL* de glucosa por
minuto por proteinas totales (g kg™).

Pigmentos fotosintéticos
Los pigmentos fotosintéticos se determinaron con el método descrito por Wellburn,
(1994), con algunas modificaciones midiendo Ch a: Clorofila a, Ch b: Clorofila b, C total:

Clorofila total y Car: Carotenoides. En un tubo de ensayo, se agregaron 60 mg de tejido
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liofilizado y 5 mL de metanol puro, se incub6 a temperatura ambiente en oscuridad por
24 h para la extraccion completa de los pigmentos. Pasadas las 24 h, se procedid a hacer
una dilucion 1:15 (muestra: metanol) para medir la absorbancia en un espectrofotdmetro
UV-Vis (Thermo Scientific Modelo G10S, Waltham, MA, EE. UU.) a longitudes de onda
de 666, 653 y 470 nm para Ch a, b y carotenos, respectivamente. La concentracion de los
pigmentos se expresé en miligramos por gramo de peso seco (mg g* PS), usando las

siguientes formulas:

Cha = 15.65 * A666 — 7.34 x A653
Chb =27.05%A653 — A666
Car = (10004470 — 2.86 * Chl a — 129.2 x Chl b) /221

Anélisis de expresion génica

Se determiné la expresion de tres genes relacionados con la respuesta de defensa frente a
patdgenos: PR1 (&cido salicilico), LOX (acido jasmoénico) y NCED (acido abscisico). En
esta etapa se consideraron los muestreos de hojas: M1- a las 24 h después de la segunda
aplicacion de tratamientos, M2- a los 5 dias después de la inoculacién y M3- a las 24 h
después de la cuarta aplicaciéon. ElI material vegetal utilizado se colecté en bolsas de
aluminio, se criogenizo en nitrégeno liquido y se almacen6 en ultracongelador a -80 °C,

hasta su uso.

Extraccion de ARN. La extraccion de ARN se realizo siguiendo el método Trizdl®, con
algunas modificaciones, usando 100 mg de tejido previamente macerado con nitrégeno
liquido. La muestra se colocé en un tubo eppendorf de 2 mL, se le adicion6 1 mL de TRI
reagent® y se homogenizd vigorosamente en vortex durante 30 seg, se dejé incubar a
temperatura ambiente durante 5 min, se le agregaron 200 uL de cloroformo y se agitd
suavemente haciendo inversiones del tubo hasta lograr una apariencia lechosa, la mezcla
se dejé reposar durante 15 min a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo, se
centrifugd a 12,000 rpm durante 15 min a 4 °C, se recupero0 el sobrenadante y se colocd
en un tubo nuevo, se incorpord isopropanol frio en proporcion 1:1 y se mezclo

suavemente, en seguida se incubd a temperatura ambiente durante 10 min. Posteriormente,
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se centrifugd a 12,000 rpm por 10 min a 4 °C, se removid el sobrenadante por decantacién
y la pastilla de ARN formada se lavé adicionando 700 pL de etanol frio al 70%, se agitd
haciendo suaves inversiones de tubo para después centrifugar durante 3 min a 12,000 rpm
a 4°C, nuevamente se removié el sobrenadante y la pastilla de ARN se dej6 secar por
15 min. Finalmente, la pastilla se resuspendi6o en 50 pL de agua inyectable Pisa,
disolviéndola a 60°C durante 10 min y se almacend en un congelador a -80 °C.

Tratamiento con DNasa. Debido a que ningun método de extraccion de ARN produce
ARN que esté libre de ADN contaminante, es necesario tratar las muestras con DNasa
para eliminar el ADN contaminante. Se utilizé un kit DNase | de la marca Sigma-Aldrich,
Alemania, se depositaron 8 pL de la muestra extraida en un vial de 200 pL, se afadié 1
uL de 10x reaction buffer, 1 uL de DNase amplification, se agitdé suavemente y se incub6
durante 15 min a temperatura ambiente. La reaccion se detuvo con 1 pL de STOP y se

calenté a 70 °C durante 10 min, finalmente se almacend a -80 °C.

Cuantificacion de ARN. La concentracion y pureza de una muestra de ARN se evaluo
por espectrofotometria, se utilizdé agua inyectable como blanco y para la lectura de las
muestras se prepard una dilucién con 2 uL de ARN y 198 pL de agua inyectable, se midid
la absorbancia a una longitud de onda de 260 y 280 nm y se obtuvo el valor de R (pureza),

usando las siguientes formulas:

R = A260/A280 ug/mL = (A260)(100)(50) upg totales = (pg/mlL) (0.05)

En el caso del ARN la relacion de absorbancias A260/280 con un valor entre 2.0-2.2 se
considerd un ARN de pureza 6ptima. Valores A260/280 > 1.7 se consideraron una muestra
de ARN con una pureza aceptable. Un rango A260/280 < 1.7 se descartaron por posible

contaminacion por la presencia de compuestos aromaticos

Calidad de ARN. La determinacion de la calidad del ARN se realizd mediante
electroforesis, para lo cual se elabor6 un gel de agarosa al 1.3% con buffer TBE 1X, se
afiadieron 2.5 pL de bromuro de etidio y se vacio en el molde. Una vez que el gel estaba

solidificado, se sumergid en la cAmara de electroforesis y se agregoé solucion TBE 1X a la
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camara hasta la marca. Las muestras se prepararon sobre un papel Parafilm mezclando
2 1ug de ARN con 1 pL de buffer de carga (blue juice), se depositaron en el gel, colocando
cada una de ellas dentro de los pocillos. Se dejé correr la electroforesis a 70 volts por
80 minutos, después se saco el gel de la camara y se colocé en el transiluminador para ver

las bandas, se tom¢ la foto del gel y se analizo.

Sintesis de c-DNA. La sintesis de c-DNA se realizo en las muestras que presentaron una
cantidad y calidad aceptable en ausencia de contaminacién. La reaccion se hizo bajo
condiciones de frio utilizando el kit SensiFASTTM (BIOLINE), previamente
homogenizado. En un vial de 200 pL se colocaron 2 pug de muestra, 4 pL de buffer
reaccion 5X y 1 pL de transcriptasa reversa, el volumen se completé a 20 pL con agua
inyectable y se homogenizé en una microcentrifuga durante 30 seg. Finalmente, se
colocaron en termociclador (AXYGEN modelo MaxigGene I1) bajo las siguientes
condiciones: 25°C por 10 min, 42°C por 15 min, 48°C por 15 min, 85°C por 5 min y 4°C
de HOLD. El c-DNA obtenido se almacené a -20°C en congelador hasta su uso.

Preparacion de primers. Los primers utilizados se describen en el Cuadro 3. Inicialmente
se centrifugd el par de primers en microcentrifuga a maxima velocidad por 15 min,
enseguida se afladié agua grado biologia molecular de acuerdo a las especificaciones
técnicas de cada primer obteniéndose la solucion madre que se almacend a -20°C.
Solucién de trabajo: se prepard una solucion de trabajo a una concentracion de 15 pMol a
partir de la solucién madre de primers utilizando la formula C1C>=V1V2, donde: C1=
solucidn stock (100pMol), V1= volumen requerido, C>= solucion de trabajo (15pMol) V2=
volumen deseado (50 uL), Por lo tanto: Vi= (15 pMol)(50 uL)/100 pMol = 7.5 uL
Finalmente, en un tubo de 500 pL se colocaron 7.5 pL de la solucién madre del primer y

42.5 uL de agua inyectable y se homogenizo. La solucion de trabajo se almacend a -20°C.
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Cuadro 3. Secuencia de primers utilizados de los genes ACT, PR1, LOX y NCED.

Gen Secuencia Forward Secuencia Reverse °TA

ACT1 CCCAGGCACACAGGTGTTAT CAGGAGCAACTCGAAGCTCA  60°C
PR1 AAGTAGTCTGGCGCAACTCA GTCCGATCCAGTTGCCTACA 60°C
LOX  TGTGGCAGATCGCTAAAGCA  GGATGCATCGCGCTTAACTG 60 °C
NCED CTTATTTGGCTATCGCTGAACC CCTCCAACTTCAAACTCATTGC 60°C

°TA: Temperatura de anillamiento

Prueba de concentracion de primers gPCR. Seleccionada la temperatura de anillamiento
para el par de primers se realizd una prueba para determinar la concentracion adecuada
del primer para gPCR. Se inici6 probando una concentracion de 100 nM buscando un buen
producto de amplificacién y nula formacion de estructuras inespecificas. Para el gen de
referencia Actina I, se utilizé una concentracién de 72 nM primer forward y 60 nM primer
reverse, para los genes problema en el caso de PR1 se utiliz6 una concentracion de 150 nM
primer forward y 100 nM primer reverse, y para los genes LOX y NCED se utiliz6 una
concentracion equimolar de 100 nM y de 300 nM, respectivamente.

Validacidn de genes. La validacion de los genes se realizd para probar que los productos
de PCR a medir (gen enddgeno y gen problema) amplificaran con la misma eficiencia.
Para ello se llevaron a cabo amplificaciones con diferentes diluciones seriadas (1:5) de c-
DNA, preparando cinco estandares de 32 uL de agua inyectable adicionando 8 pL de c-
DNA para completar un volumen de 40 pL en todos los tubos. Para la preparacion del
coctel mix, se prepar6 un volumen considerando tres puntos para cada estandar, ademas
de tres controles negativos (NTC) por gen. Se prepar6 un mix para el gen enddgeno
(Actina) y otro para cada uno de los genes problema como a continuacién se describe en
el Cuadro 4.
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Cuadro 4. Preparacion de coctel mix correspondiente a cada gen

Reactivo ACT1 PR1 LoxD NCED

SYBER® Select Master Mix 10 uL 10 uL 10 puL 10 uL

Forward 5°-3 0.10pl  0.195ul  0.130 ul  0.390 pul
Reverse 3°-5° 0.08 ul  0.13 pl 0.130 I 0.390 pl
Agua 8.82ul  8.675ul 874 ul 7.22 ul
Volumen c-DNA 1 ul 1 ul 1 ul 2ul
Total 20 pL por muestra

Finalmente, en una tira de tubos de reaccion rapida de 100 uL se colocé el c-DNA
correspondiente a cada dilucion seriada y se adiciond el coctel mix, se incluyeron
controles negativos que consistio en agregar agua grado inyectable y coctel mix. Se corrié
la gPCR con las condiciones seleccionadas para cada gen en equipo StepOne qPCR
system de Applied Biosystems. Los resultados obtenidos fueron analizados y con ellos se
determind el método de cuantificacion a utilizar, en este caso fue por el método doble
delta CT (A ACT).

Cuantificacion de la expresion de genes. EI método de cuantificacion seleccionado fue
el de A ACT midiendo la intensidad de fluorescencia del marcador Sybr Green (Thermo
Scientific™, Luitania). Se preparo el coctel mix para cada uno de los genes de acuerdo a
la metodologia de la validacion de genes con la diferencia de que para este apartado se
afiadieron las muestras de c-DNA correspondientes a los diferentes tratamientos, una vez
preparada la tira de microtubos de reaccion rapida fue colocada en la placa y se corrid la
gPCR con el siguiente programa en el termociclador: hot start 95°C por 10 min, 40 ciclos:
95°C por 15 seg, temperatura iniciador 60°C por 1 min, 95°C por 15 seg, Melting 60°C
por 1 miny 95°C por 15 seg.
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Andlisis estadistico de datos

En la Etapa I) Produccion de extractos hidroalcohdlicos de SAR se considerd un disefio
central compuesto con tres factores de variacion: proporcion del solvente (0, 25 y 50% de
etanol), tiempo de extraccion (0, 15 y 30 min) y temperatura de extraccion (120, 140 y
160 °C). En la Etapa Il) Prueba preliminar en etapa de plantula, se siguidé un disefio
completamente al azar considerando como unidad experimental un vaso de 0.8 L con 20
tratamientos y 10 repeticiones por tratamiento. En la caracterizacion del extracto
seleccionado en la Etapa 11, en la prueba antifungica in vitro la unidad experimental fue
una caja Petri y se utilizaron 5 unidades experimentales por cada tratamiento, en el calculo
de CMlIso y CMlgo, fueron calculadas mediante un programa estadistico SAS Probit
(version 9.1), basado en el método de interpolacion logaritmica. Para la Etapa 1V)
Desarrollo de cultivo de tomate aplicando el extracto E12, se consider6 como unidad
experimental una maceta de 14 L con 4 tratamientos y 25 repeticiones por tratamiento
siguiendo un disefio completamente al azar. Finalmente, en la Etapa V) Andlisis de
variables bioguimicas y actividad enzimatica, se consideraron cinco repeticiones por
tratamiento. Para la cuantificacion de la expresion relativa de genes (QR) se emplearon
cuatro repeticiones por tratamiento de plantas diferentes. Se calculé en el software
Applied Biosystems StepOneTM version 2.3 Este software normaliz6 los datos de QR, a
partir de estos datos se calculé una media geométrica que representa la cuantificacion
relativa del gen de estudio. El error estandar se calculo a partir de la desviacion estandar
y el coeficiente de variacion del gen de referencia y estudio. Los datos se analizaron con
el programa estadistico InfoStat 2020, para determinar diferencias entre medias se realizd
la prueba LSD Fisher a una probabilidad de p < 0.05.
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RESULTADOS Y DISCUSION

ETAPA 1) Prueba preliminar en etapa de plantula

Los resultados de las variables asociadas al crecimiento evaluadas durante la prueba
preliminar se describen a continuacion. Para la variable de didametro de tallo los resultados
se muestran en la Figura 6, observando que a los 43 DDT se encontraron diferencias
significativas entre tratamientos. Los tratamientos TCI, E12 y E17 presentaron mayor
diametro de tallo con un promedio de 4.9 mm. Los tratamientos que presentaron valores
estadisticamente similares respecto al testigo absoluto (TO) fueron TCI, E1, E3, E4, E8,
E9, E12, E13y E17. Sin embargo, los tratamientos E2, E5, E6, E7, E10, E11, E14,E15y
E16 fueron estadisticamente similares al testigo infectado (TI), los cuales redujeron el
diametro de tallo, y por lo tanto, el vigor de la plantula. Algunos autores atribuyen un
efecto bioestimulante a la aplicacion foliar de extractos de algas pardas por la presencia
de compuestos bioactivos (Begum et al., 2018). Tal es el caso de Ramya et al. (2015),
quienes observaron un incremento en las variables agrondmicas que se reflejé en una
mayor productividad del cultivo con la aplicacién foliar de extractos de Stoechospermum
marginatum. Asi mismo, Hernandez-Herrera et al. (2014) demostraron que la aplicacién
de extractos de algas pardas promueve efectos benéficos en el crecimiento y desarrollo de
los cultivos, reflejandose en el vigor de las plantas. Sin embargo, existe informacion

limitada que asocie la resistencia frente al estrés bidtico de extractos de Sargassum spp.
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Figura 6. Diametro de tallo en plantulas de tomate tratadas con aplicaciones foliares de extractos de

SAR a los 43 DDT. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (LSD,
p<0.05).
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NuUmero de hojas

En la variable de numero de hojas se observo un decremento en funcion de la progresion
de la infeccion por FO debido a que uno de los principales sintomas es el desarrollo de
clorosis en las hojas inferiores (Srinivas et al., 2019). A los 43 DDT los tratamientos E1,
E3, E4, E8, E9, E12, E13, E14, E16, E17 y TCI no mostraron diferencias estadisticas
respecto al TO con un promedio de nueve hojas sanas por plantula (Figura 7). El efecto
antes mencionado se puede atribuir a la accion bioestimulante por la aplicacion de
extractos de SAR que promueve un mejor desarrollo de las plantas. En este tenor,
Hernandez-Herrera et al. (2018) sefialan que los efectos conseguidos con la aplicacion de
extractos de algas se relacionan a la presencia de compuestos bioactivos, que modifican
el metabolismo de las plantas, o que mejora el crecimiento y desarrollo de los cultivos.
En cuanto a los tratamientos E2 y E11, no mostraron diferencias significativas respecto al
TI, lo que se traduce a una nula resistencia frente al ataque por FO. Sin embargo, algunos
autores asocian efectos negativos como la reduccion del vigor de los cultivos a la
aplicacion de extractos, en los cuales las condiciones de procesamiento y el contenido de

compuestos tiene altas concentraciones (Sutharsan et al., 2016).
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Figura 7. Namero de hojas en plantulas de tomate tratadas con aplicaciones foliares de extractos de SAR a
los 43 DDT. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (LSD, p<0.05).
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Altura de planta

En la Figura8 se muestran los resultados de la altura de plantulas a los 43 DDT,
encontrando diferencias significativas entre tratamientos. Los tratamientos E12, E13, E17
y TCI mostraron un crecimiento mas proximo al testigo absoluto (T0) con una altura
promedio de 39 cm por planta, destacando un efecto estimulante por la aplicaciéon de
extractos de SAR. Por otro lado, las plantas que presentaron la menor altura fueron las del
extracto E1 similar al TI, las cuales mostraron crecimiento y desarrollo detenido, otros de
los sintomas distintivos de la infeccion por FO (Srinivas et al., 2019). Actualmente, la
incorporacion de derivados de algas pardas como el caso de Sargassum spp., representa
una alternativa en el sector agricola para mejorar el desarrollo de los cultivos (Hashem et
al., 2019). Tal es el caso del estudio realizado por Sujatha et al. (2015) donde con la
aplicacion de un complejo de algas pardas, incluidas Sargassum, obtuvieron una
induccioén del crecimiento de plantas de chile verde, nabos y pifia, bajo condiciones de
desarrollo normales. Asi mismo, Ali et al. (2016) evaluaron la aplicacion foliar y en
drench de extractos de A. nodosum en el cultivo de tomate, encontrando un aumento

significativo de altura, densidad de la raiz y de rendimiento del cultivo.
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Figura 8. Altura de plantulas de tomate tratadas con aplicaciones foliares de extractos de SAR. a los 43 DDT.
Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (LSD, p<0.05).
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Incidencia y severidad en plantula

La evaluacion de incidencia y severidad fueron variables determinantes en la seleccion
del mejor extracto para su posterior aplicacion durante el desarrollo del cultivo,
encontrando diferencias significativas a los 43 DDT. En la Figura 9 se muestran los
resultados de la severidad de la enfermedad, observando una reduccion del 17% en
comparacion con el testigo infectado en las plantulas tratadas con el E12. De igual manera,
este tratamiento fue el Unico que presentd porcentajes de severidad similares al TO. Vera
et al. (2011) relacionan un efecto estimulante a la presencia de compuestos bioactivos en
derivados de algas que al ser aplicados generan resistencia al estrés biotico. Algunos
autores como Pérez-Madruga et al. (2020) demostraron que aplicaciones foliares de un
extracto de A. nodosum redujeron la infeccion por Phytophthora capsici (Leonian) en

Capsicum (aji) y Plasmopara viticola (uva).
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Figura 9. Severidad de F. oxysporum en plantulas de tomate tratadas con aplicaciones foliares de extractos
de SAR. alos 43 DDT. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (LSD, p<0.05).
En la Figura 10, se muestran los resultados de la incidencia de la enfermedad observando
un efecto generalizado en la progresion de la infeccion en los tratamientos infectados con
FO. Los tratamientos E12, E13 y E17, presentaron los menores valores de incidencia con
un promedio de 47%. Asi mismo, la aplicacion de los tratamientos E12, E13, E17 y TCI

promovieron el crecimiento y desarrollo en plantulas de tomate, con valores similares al
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testigo absoluto. El extracto que presentdé mejores resultados, con base a las variables
agronomicas y de incidencia y severidad, fue el denominado E12 (con una proporcion
etanol-agua 1:3 producido en un reactor de tipo batch a 120 °C por 15 min). E12 mostré
la mayor efectividad en la induccion de resistencia a FO, por lo que se selecciond para su
evaluacion en la Etapa IV de este proyecto, ademas de que representa una alternativa para
la formulacion de insumos agricolas (bioestimulantes) debido a la capacidad de inducir
resistencia al estrés biotico en plantulas de tomate como consecuencia de los compuestos
bioactivos y de la actividad sinergistica entre la matriz de compuestos quimicos que lo
integran. En este estudio se comprob6 que con la aplicacion de extractos de SAR se
promueve la induccion de resistencia a estrés por FO, ademas de tener un efecto sobre el
crecimiento y desarrollo de la planta. Esto se debe a que algunas plantas tienen la
capacidad de sintetizar y acumular en sus 6rganos metabolitos secundarios, que
intervienen en interacciones complejas entre organismos vivos y que ademas tienen

efectos estimulantes sobre el crecimiento de las plantas (Garcia Enciso et al., 2018).
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Figura 10. Porcentaje de incidencia de F. oxysporum en plantulas de tomate tratadas con aplicaciones foliares
de extractos de SAR. a los 43 DDT. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (LSD,
p<0.05).
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ETAPA 11) Caracterizacion del extracto seleccionado de SAR

Composicion bioquimica

Los resultados de la composicion bioguimica del extracto E12 se observan en el Cuadro 5.
En cuanto al contenido de PT se observo un promedio de 2.47 g kg PF. Algunos autores
confirman que la fraccion proteica de las algas varia segun la especie, pero generalmente
se encuentra en pequefias cantidades en las algas pardas (Vieira et al., 2018). Por ejemplo,
Holdt Levstad y Kraan (2011) encontraron que el menor contenido proteico entre algas
pardas, verdes y rojas se encontré en las algas pardas, en especifico, A. nodosum y
Sargassum spp. con un rango de 17 a 21% del peso seco. Por otro lado, en el
procesamiento de esta materia prima a procesos hidrotérmicos puede generarse reduccion
de sus compuestos, como se observo en este experimento; siendo que para el caso de
proteinas su degradacién se puede traducir a la formacién de péptidos y/o aminoacidos
libres, lo que se considera benéfico para los cultivos, ya que los hidrolizados proteicos
actian como bioestimulantes en las plantas (Yakhin et al., 2017). En este sentido, en el
contenido de AA se encontré un promedio de 0.29 mg g PF, de los cuales la literatura
nos indica que pueden ser del tipo esencial y no esencial para las plantas, cuya incidencia
en las algas se encuentra sin importar la época de recolecta; sin embargo, su concentracion
puede variar en relacion a factores ambientales no adecuados (Galland-Irmouli et al.,
1999). En cuanto al contenido de FT, se observaron valores de 6.24 mg EAG g* PF,
superiores a lo reportados por AK y Turker (2018) en el estudio de extractos acuosos del
alga parda Cystoseira barbata, donde encontraron valores de 3.29 mg EAG g PF. La
funcion de los FT radica en diversas actividades bioldgicas debido a la interaccion con
proteinas (enzimas o receptores celulares) cuya interaccion genera diferentes respuestas
de defensa en las plantas (Schultz et al., 1992; Audibert et al., 2010).Otras moléculas que
intervienen en la respuesta de defensa de las plantas son los compuestos antioxidantes, de
los cuales se encontré en la CAT un promedio de 121.41 mM TEAC, dichos compuestos
se encargan de activar la segunda linea de defensa en las plantas al eliminar los radicales
libres para inhibir los dafios a los tejidos o células, cuyo mecanismo de reaccion involucra
la transferencia de un atomo de hidrégeno de estos compuestos (Haida y Hakiman, 2019;
Sabeena Farvin y Jacobsen, 2013). Algunos autores sugieren que la capacidad

antioxidante depende esencialmente de la presencia de compuestos fendlicos presentes en
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las algas, tal como lo describen Audibert et al. (2010) en extractos de A. nodosum.En el
contenido de FL se observd un promedio de 1.36 mgEC g* PF, considerada una
concentracion baja; sin embargo coincide con lo reportado por AK y Turker (2018) al
encontrar el menor contenido de FL en el extracto de Scytosiphon lomentaria. Los FL
pueden actuar como antioxidantes y captar radicales libres en funcién de su estructura
molecular y posicion de los grupos hidroxilos; ademas, se ha reportado que en las plantas
en condiciones de estrés inducen su sintesis para promover una respuesta de defensa
(Lola-Luz et al., 2013). Asi mismo, en el glutation reducido se encontraron valores de
2.76 mg g PF, su presencia desempefia un papel fundamental en las plantas, ya que
desactiva los radicales libres (ROS), es asociado a la resistencia del estrés y esta
involucrado en la regulacion redox del ciclo de la célula, pudiendo actuar como buffer
(Machin Suarez et al., 2017). En cuanto al contenido de fitohormonas se observé un
promedio de 0.15 g kg™ PF de AIA y un 36.61 pg g™ PF de tZ, superior a lo reportado por
Jannin et al. (2013) en extractos acuosos de algas colectadas en el Pacifico Mexicano,
Padina durvillaei, en los cuales se presentd valores promedio de 3.9x10® g kg PF de
AIA y5x10261 ug g™ PF de tZ. Asi mismo, Jannin et al. (2013) en el estudio del potencial
de extractos de A. nodosum para la incorporacion en un bioestimulante comercial
encontraron valores de 1.319x10°g kg? de peso seco de AIA, mientras que Stirk et al.
(2003) en extractos de S. heterophyllum encontraron valores de 5.262x10“ g g de peso
seco en tZ. En este sentido, Gil Rivero et al. (2016) mencionan que la presencia de las
fitohormonas AIA y tZ tiene una funcion especifica en las plantas, actuando
fisiologicamente en concentraciones muy bajas con la capacidad de actuar de forma
sinérgica o antagonista para el control de varios procesos de desarrollo. La sintesis de AIA
en las plantas contribuye al desarrollo de raices laterales y adventicias, crecimiento y
alargamiento celular, asi como a la dormancia apical y desarrollo de frutos (Lv et al.,
2019). Por otro lado, la funcion de tZ participa en la regulacion positiva del meristemo del
tallo y un regulador negativo de la actividad del meristemo de la raiz (Li et al., 2021). La
presencia de estos compuestos permite conocer el mecanismo de accién de los extractos
de algas que al ser aplicados fortalecen las capacidades de defensa de las plantas al inducir

resistencia sistémica adquirida (RSA), ademas de que son indispensables para regular el
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ciclo de vida vegetal y tolerar los factores bidticos y abioticos del ambiente que afectan a
las plantas (El Shoubaky y Salem, 2016).

Cuadro 5. Composicién bioquimica del extracto E12.

PT AA GSH FT FL CAT AlA tZ

E12 gkg!PF mgg'PF mgglPF mgEAGQg!PF mgECgF mMTEAC gkg!PF ug gt PF

247+0.17 0.29+0.02 2.76+0.04 6.24+0.44 1.36+0.01 121.41+£3.97 0.15+0.03  36.61+15.89

Los resultados representan la media aritmética + la Desviacion estandar de tres repeticiones. PT: proteinas
totales, AA: aminoacidos, GSH: glutation reducido; FT: Fenoles totales; FL: Flavonoides; CAT: Capacidad
antioxidante en equivalentes trolox; AIA: Acido indol-3-acético; tZ: Trans-zeatina, PF: Peso fresco.

Perfil de monosacéaridos

El perfil de monosacéaridos del extracto E12 se presenta en el Cuadro 6. Los resultados
indicaron que el monosacarido en mayor concentracion fue FUC que obtuvo un promedio
de 49.39 mg 100 g%, este compuesto es caracteristico de las algas pardas (Pereira et al.,
2020). La fucosa es un monosacérido derivado de los fucanos que son polisacéridos
sulfatados presentes en las paredes de las células fibrilares y los espacios intercelulares en
las algas pardas, como lo es Sargassum spp. (Ale et al., 2011; Jonsson et al., 2020).
Algunos autores como Zhang et al. (2019) relacionan la sintesis de fucosa en las plantas
a un efecto sobre la defensa al estrés bidtico y abidtico debido a que la - fucosa participa
en la fucosilacién de un conjunto diverso de sustratos, que incluyen pectina, xiloglucano,
glicoproteinas y proteinas DELLA, que favorecen la adaptacion de las plantas a sus las
condiciones de crecimiento circundantes ajustando el equilibrio adecuado entre el
crecimiento y la respuesta a condiciones adversas (Vera-Sierra et al., 2016). Por otro lado,
en menor medida se observd la concentracion de GAT con promedio de 22.98 mg 100 g
1y MAN con un valor de 5.98 mg 100 g%, estos resultados coinciden con lo descrito por
Jiao et al. (2011) quienes afirman que ademéas de la fucosa puede existir menor
concentracion de otros monosacaridos en las a algas pardas como galactosa, manosa,
xilosa, glucosa y/o acido glucurdnico que puede variar de especie a especie y procesos de
extraccion. Estos monosacaridos al ser extraidos de una fuente de las algas y aplicados de

manera exdgena son capaces de mejorar la respuesta de defensa de las plantas frente a
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patégenos al acelerar su eliminacién (Melo et al., 2020). En este sentido, la presencia de
galactosa encontrada en el E12 puede promover el desarrollo de plantas y mejorar la
produccién en los cultivos, tal como lo describe Mzibra et al. (2021) en el desarrollo de
cultivo de tomate debido a la capacidad de regular actividades antioxidantes, la salida y
compartimentacion de iones intracelulares. Asi como, el aumento de la biosintesis de
acido abscisico y etileno que se asocia a diversas actividades de enzimas y genes asociados
con procesos fisioldgicos en plantas (Sami et al., 2016). En cuanto al manitol encontrado
se puede relacionar con efectos positivos en las plantas debido a su capacidad antioxidante
al eliminar ROS, ademas, de promover el crecimiento de las plantas (Habiba et al., 2019).
Patel y Williamson (2016) describen al manitol como una molécula sefializadora que
interviene en la respuesta frente al estrés abidtico y bidtico que al incrementar su
concentracion y unirse a receptores en la membrana celular de la planta promueven la
inhibicion de la peroxidacion de lipidos y proteinas protegiendo a las plantas del dafio

oxidativo.

Cuadro 6. Perfil de monosacéaridos del extracto E12.

GAT MAN FUC

E12 mg 100 g'1 mg 100 g'1 mg 100 g'1

22.98+0.00 5.64+0.00 30.49+0.01

Los resultados representan la media aritmética = la Desviacion estandar de tres repeticiones. GAT:
galactosa, MAN: manitol y Fuc: fucosa.

Estos resultados sugieren que el extracto E12 tienen compuestos bioactivos con potencial
aplicacion en las plantas para mitigar efectos adversos al estrés biético; sin embargo, dicho
contenido puede variar considerablemente de especie a especie, asi como verse
influenciado por factores abidticos y bidticos, como etapa de vida, tamafio, edad, estado
reproductivo, ubicacion, profundidad, enriquecimiento de nutrientes, salinidad,
exposicion a la intensidad de la luz, y tiempo de recoleccion; ademas de la forma de
aplicacion, extraccion, pulverizacion y aplicacion directa (Hernandez-Herrera et al., 2018;
Melo et al., 2020; Trejo Valencia et al., 2018). Por lo tanto, la plena explotacién de la
diversidad y complejidad de las algas requiere conocimiento de los impactos ambientales

y comprensién de la variabilidad bioguimica y bioldgica de las especies.
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Prueba antiflngica in vitro

Los resultados de inhibicion del crecimiento micelar de FO con la aplicacion del extracto
de SAR (E12) se presentan en la Figura 11. Como generalidad, al aumentar la
concentracion del extracto, el crecimiento micelial fue reducido a los 6 DDI aunque este
efecto se observo temporalmente. Al respecto, la literatura indica que el dafio causado por
los componentes antimicrobianos presentes en un extracto puede ser fungicida (matar
hongos) y fungistatico (detener temporalmente el crecimiento de hongos) (Siregar et al.,
2012). La accion fungicida o fungistatico serd dependiendo de la naturaleza de la materia
prima, compuestos activos, condiciones de extraccion, tiempo y temperatura y el solvente
utilizado (Gofii et al., 2016; Bogolitsyn et al., 2019). Recientemente, se ha encontrado que
las algas pardas poseen potencial antifungico por su alto contenido de fenoles, flavonoides
y capacidad antioxidante (Ambika y Sujatha, 2015). Castillo et al. (2010) sefialaron que
el uso de etanol como solvente permite una mayor extraccion de compuestos
polifendlicos, este fendmeno se observa en el extracto E12, que present6 una inhibicion
del 57.63% a los 6 DDI de FO a una concentracion de 6,400 mg L; sin embargo, a los
12 DDI, a la misma concentracion, su efecto se redujo observando un efecto fungistatico
con un control del 42.13 % de inhibicion Los resultados obtenidos mostraron un patrén
similar que los reportados por Julyasih y Purnawati (2019) en el estudio del extracto
etanolico de Sargassum spp. para el control in vitro de Aspergillus flavus, donde se
clasificd como un extracto de inhibicion débil con valores de inhibicion < 5 mm. Por otro
lado, Kumar (2008) en el estudio de extractos metandlicos de S. wightii encontraron
actividad antimicrobiana in vitro sobre Pseudomonas syringae con valores de inhibicion
de 21 mm. Estudios previos han demostrado que los extractos de algas crudos o refinados
pueden suprimir la enfermedad o reducir la incidencia de la enfermedad en patdgenos
comercialmente importantes in vitro e in vivo (Hernandez-herrera et al., 2013). Tal es el
caso de Esserti et al. (2016) que al evaluar extractos de Cystoseira myriophylloides,
Laminaria digitata y Fucus spiralis contra los patdgenos del tomate Verticillium dahliae
y Agrobacterium tumefaciens encontraron que in vitro no se inhibe su crecimiento, pero
en aplicacion in vivo en tomate se promueve la resistencia a la planta. Al respecto, algunos
autores correlacionan la capacidad antifungica de extractos de algas pardas a la presencia

de compuestos bioactivos que actian como antioxidantes que inhiben los radicales libres
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tales como polisacaridos, fenoles, flavonoides, pigmentos y carotenoides (Bogolitsyn et
al., 2019; Melo et al., 2020).

60
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Figura 11. Efecto antiflngico in vitro de extracto de SAR (E12) expresado en porcentaje (%) de

inhibicién contra FO. DDI: dias después de la inoculacion.
Concentracién minima inhibitoria (CMI)
El analisis de la CMI (Probit) se muestra en el Cuadro 7, indicando las concentraciones
minimas requeridas para inhibir el crecimiento micelial in vitro al 50% y 90%. Los
resultados calculados siguieron un efecto fungistatico, el cual increment6 la concentracién
necesaria para inhibir el crecimiento radial del patdgeno al paso de los dias, a los 6 DDI
CMIso fue de 4,112 mg L y la CMIg fue de 154,513 mg L. La CMlsoy CMlgo a los
12 DDI fue de 50,983 mg L y 4,707,144 mg L™, respectivamente. En este sentido, De
Corato et al. (2017) observaron el mismo efecto fungistatico en la aplicacion in vitro de
extractos de L. digitata a una concentracion de 3,000 mg L™ sobre B. cinerea. Ademas,
Ambika y Sujatha (2015) en el estudio de extractos etanolicos de S. myricocystum a una
concentracion del 10% observaron una inhibicion en el crecimiento micelial in vitro de

Colletotrichum falcatum.

Cuadro 7. CMIsop y CMlg del extracto de SAR para inhibir el crecimiento de
F.oxysporum.

95% intervalo de 95% intervalo de
Extracto confianza confianza
E12 CMlsg . CMlgo .
. Bajo Alto . Bajo Alto
(mg LY : mgLy =¥
6-DDI 4,112 3,455 5,023 154,513 97,518 269,398

12-DDI 91,032 50,983 199,520 4,707,144 1,565,441 21,211,113
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ETAPA I111) Desarrollo de cultivo de tomate aplicando el extracto de SAR E12
Variables evaluadas en plantas de tomate

El efecto de los tratamientos en las variables agrondmicas evaluadas durante el desarrollo
del cultivo se muestra en el Cuadro 8. Los resultados obtenidos a los 99 DDT muestran
diferencias significativas entre variables y tratamientos. EI TO mostré mejores resultados
en todas las variables de crecimiento evaluadas. En la altura de planta (AT) las plantas
tratadas con extracto de SAR E12 (TX) presentaron un desarrollo similar al TO con un
promedio de 161.67 cm. En el Tl se observé una reduccion del 40.28 % respecto a TO,
debido a la incidencia de la infeccidn por FO que causa crecimiento detenido (Gayosso et
al., 2021). El TCI no present6 diferencias estadisticas respecto al T1, con un promedio de
110 cm, esto se debe a la naturaleza del producto, ya que esta formulado para estimular el
desarrollo del cultivo y no para promover resistencia al estrés bidtico. En la variable de
didmetro de tallo (DT), el TX increment6 un 20 % respecto al TI, con un promedio de
5.94 mm. TI redujo su grosor un 54.21 % respecto al TO. Las plantas tratadas con el
producto comercial (TCI), presentaron un desarrollo similar al TI'y TX con un promedio
de 5.70 mm. Para las variables de nimero de hojas (NH) y namero de racimos (NR) se
observé una reduccion a lo largo del ciclo de cultivo en funcion de la edad de las plantas
debido a que los sintomas ocasionados por FO son visibles en las hojas inferiores que
desarrollan clorosis y que limitan el desarrollo de racimos (Rivera-Solis et al., 2021). A
los 99 DDT, el TO presento el mayor valor de NH y NR, con 17 hojas y 6 racimos. EI TX
y TCI fueron estadisticamente iguales con valores de 9.63 y 7.24 NH, respectivamente.
Por otro lado, en la biomasa aérea (BSA), las plantas tratadas con extracto de SAR E12
(TX) mostraron un incremento del 91.90 % con un promedio de 50.80 g y TCI incrementd
un 84.07%, ambos respecto a Tl. FO logro colonizar el sistema radicular de los
tratamientos infectados, tal como se muestra en la biomasa radicular (BSR) al no observar
diferencias significativas entre TX, Tl y TC. EI TO presentd los mayores pesos con un
promedio de 47.60 g. En el rendimiento en ausencia de estrés, el TO logré producir el
mayor valor de gramos por planta, con un peso de 1,618.28 g planta™. El TX incrementd
120% su produccion respecto al testigo infectado con un rendimiento de 1,045.40 g planta”
1. Algunos autores relacionan el incremento en la productividad de los cultivos a los

compuestos bioactivos presentes en los extractos de algas que pueden intervenir directa o
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indirectamente en varios mecanismos como los son: (i) la estimulacién de las actividades
enzimaéticas involucradas en el metabolismo del C y N, el Krebs ciclo y glucolisis; (ii)
estimulacion de la actividad hormonal, particularmente la atribuida a auxina y giberelinas;
y (iii) mejora del estado nutricional de las plantas tratadas mediante la modulacién de la
arquitectura del sistema radicular (longitud, densidad y numero de raices laterales)
(Rouphael et al., 2017).

Cuadro 8. Variables agrondmicas asociadas al crecimiento de plantas de tomate tratadas
con el extracto de SAR E12.

Trat. AT DT NH NR BSA BSR  REND
(cm) (mm) (9) (9) (g planta™)

TO 18422 913" 1700 6.00  137.56 47.60  1618.28

b c c c c b c
TI 126.00  4.95 328 200 3064 7.00 47324

b be b b b b c
TClI 11000 5.70 724 3.00 5640 1430  482.09

ab b b b b b b
TX 16167 5.94 9.63 400 5880 1478  1045.40

Medias con diferente letra por columna son estadisticamente diferentes (LSD Fisher, p<0.05). Trat.:
tratamiento, TO: Testigo absoluto, TI: testigo infectado, TCI: testigo comercial infectado y TX: tratamiento
con aplicacién de SAR E12. AT: altura, DT: didmetro de tallo; NH: nimero de hojas; NR: nimero de
racimos; BSA: biomasa aérea; BSR: biomasa radical y REND: rendimiento.

Los resultados anteriores se ven influenciados por la aplicacion de tratamientos con
presencia de FO, tal como lo mencionan Srinivas et al. (2019), destacando que la
interaccion huésped-patdégeno afecta el desarrollo de las plantas por la presencia de
sintomas caracteristicos de marchitez. Sin embargo, a lo largo del ciclo del cultivo, se
observd que la estimulacién por la aplicacion del extracto de SAR E12 propici6 interactuar
con el metabolismo de las plantas al permitir una mejor disponibilidad de compuestos
bioactivos que se vio reflejado en la AT, DT, NH, NR y rendimiento del cultivo. Estudios
previos muestran que la aplicacion de extractos de algas pardas se pueden utilizar como
suplementos nutricionales y como una alternativa ante los productos quimicos (Rouphael
y Colla, 2020). En este tenor, Sutharsan et al. (2016) con la aplicacién foliar de
S. crassifolium lograron enriquecer el contenido de nutrientes de las plantas, ademas de
aumentar su crecimiento, rendimiento y calidad. Asi mismo, Ramya et al. (2015) con la

aplicacion foliar de extractos de Stoechospermum marginatum en berenjena observaron
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mejoria en variables agrondémicas, lo que se reflejo en una mayor productividad del
cultivo.

Incidencia y severidad en tomate

En la evaluacién de incidencia y severidad de la enfermedad se encontraron diferencias
estadisticas entre tratamientos a los 99 DDT. Los resultados se muestran en el Cuadro 9,
donde se observa que el TX mostré una reduccion de la incidencia de la enfermedad un
12% en comparacion con el TI, lo que indicé que las plantas de este tratamiento contaban
con hojas viejas muertas y hojas jovenes con crecimiento detenido. En cuanto a la
severidad, se mostraron variaciones a lo largo de las aplicaciones, mostrando que el TX
logré evitar la muerte total de las plantas, con lo que se comprueba que con la aplicacion
de extractos de SAR se promueve la induccion de resistencia a estrés por FO. El efecto
anterior se puede correlacionar con la presencia de componentes promotores del
crecimiento presentes en las algas como micro y macronutrientes y compuestos
nitrogenados (betainas) y reguladores del crecimiento de las plantas como
brasinoesteroles, citoquininas y auxinas, que permiten bioestimular el desarrollo de las
plantas logrando mitigar el estrés bidtico (Khedia et al., 2020). Al respecto, Chrysargyris
etal. (2020) sefialan que la dosis, el modo y secuencia de aplicaciones, y el tipo de cultivo,
definen el éxito del extracto (Rouphael y Colla, 2020). En este tenor, Jayaraman et al.
(2011) lograron inducir la resistencia sobre FO en la evaluacién de un extracto comercial
de A. nodosum en pepino. En cuanto al TO, present6 los mejores resultados al desarrollarse
en ausencia de infeccion. El Tl y TCI fueron estadisticamente iguales, en su mayoria con
plantas muertas.

Cuadro 9. Incidencia y severidad de sintomas en plantas de tomate infectadas con FO en
la Etapa 111 de acuerdo a la escala propuesta por Diener y Ausubel (2005).

Trat Incidencia (%) Severidad
T0 0.00? 5.00 2
Ti 100 © 0.00°¢
TCI 98.40 b° 0.08°¢
X 88.00° 0.60°

Medias con diferente letra por columna son estadisticamente diferentes (LSD Fisher, p<0.05). TO: Testigo absoluto, TI:
testigo infectado, TCI: testigo comercial infectado y TX: tratamiento con aplicacion del extracto SAR E12.
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ETAPA 1V) Andlisis de variables bioquimicas, actividad enzimatica y expresion
génica

Determinacion de calidad de fruto

Las variables de calidad en fruto de tomate evaluadas en la Etapa Ill se muestran en el
Cuadro 10. En el peso de frutos (PFT) el TO obtuvo frutos con valores de 128 g fruto, el
TX present6 un incremento del 88.31 %, respecto al T1 que presentd un promedio de 59.67
g fruto. Ali et al. (2016) con la aplicacion foliar del extracto de A. nodosum observaron
un incremento del 51 % en el peso de frutos de tomate. En las dimensiones de los frutos
se observaron los mayores valores en el TO en diametro polar (DP) y didmetro ecuatorial
(DE) de 75.70 y 52.80 mm, respectivamente. EI TX presento6 frutos similares al TO con
dimensiones de 75.3 de DP y 48.68 de DE. La NMX-FF-031-1997 (SCFI, 1998), establece
que los frutos con un didmetro polar entre 59 y 71 mm son clasificados como de calidad
aceptable, por lo que los frutos cosechados en el experimento corresponden a esta calidad.
En tanto a la evaluacion de firmeza de los frutos (FF) no se observaron diferencias
significativas entre el TO, TCl 'y TX, sin embargo, el T presento los valores mas bajos de
firmeza con un promedio de 2.37 kg cm. Garcia Enciso et al. (2018) observaron un
fendmeno similar al encontrar perdida de firmeza en frutos cosechados de plantas de
tomate inoculadas con FO en consecuencia a la deshidratacion en la planta por desarrollo
de la enfermedad. Algunos autores correlacionan la firmeza con una extension de
caracteristicas organolépticas, lo que permite una vida Gtil mas larga después de la cosecha

(Pérez-madruga et al., 2020).

En el contenido de sdlidos solubles totales (SST) se encontraron diferencias significativas
respecto al TO, observando un incremento del 14.13% en el TX, respecto al TI, lo cual
pudiera relacionarse con una reduccion en el transporte de fotoasimilados en el fruto, lo
que redujo el contenido de los SST. EI TCI y TX fueron similares al TO con valores de
5.00 y 5.33, respectivamente. Al respecto Carrari et al. (2007) mencionaron que el
contenido de SST incrementa con la maduracion asi como la acumulacién de azucares,
debido a la biosintesis de azucares simples por la degradacion de los polisacaridos de
reservas y estructurales (almidon, celulosa y otros). Frioni et al. (2018) mencionan que al
realizar la aplicacion de un extracto liquido a base de A. nodosum en el cultivo de vid se

incrementd su concentracion 2.2 ° Brix que control, ideal para la produccion vinicola. Asi
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mismo, en la aplicacion de un extracto comercial de algas marinas se mejoro el contenido
de SST, la fructosa y la sacarosa de las fresas, que son compuestos relacionados con el

sabor de la fresa (Kapur et al., 2018).

En el pH, el TX y TCI no presentaron diferencias entre si, con valores de 4.19 y 4.24,
respectivamente. Nuez (2001) describen un rango ideal de pH en jugo de tomate de 4.0 a
4.5 para evitar el desarrollo de bacterias, el cual coincide con los valores obtenidos. En
cuanto a la conductividad eléctrica (CE) el TCI presentd los valores mas altos con un
promedio 1,786 ms cm™. EL TO y TI fueron similares al tratamiento TX con valores de
1,124.67 y 1,554.67 ms cm™, respectivamente. La presencia del patdgeno y la aplicacion
de los tratamientos indujeron cambios en los pardmetros de calidad de fruto evaluados,
los resultados obtenidos indican que existe una estrecha relacion entre el extracto de algas
de SAR E12 aplicado, la respuesta de las plantas de tomate al crecimiento y la calidad del
fruto, cuestion que podria estar relacionada con el efecto bioestimulante, de estas

sustancias organicas en este cultivo.

Cuadro 10. Efecto de la aplicacion de extracto de SAR E12 en la calidad de frutos de

tomate.
Trat. PFT DP DE FF SST pH CE
(9) (mm)  (mm) (kgem?) (%) (mscm™)
TO 128.00% 75.70° 52.80% 5.82°2 6.67 441° 112467
Tl 59.67¢  57.00° 40.44°¢  2.37° 4.67° 3.69°  1554.67%®
TCI 84.67%  70.17% 4429 5322 5003  424%® 1786.00°
TX 112.33% 75322 48.68%  4.93°2 533%  419% 907.67°

Medias con diferente letra por columna son estadisticamente diferentes (LSD Fisher, p<0.05). TO: Testigo
absoluto, TI: testigo infectado, TCI: testigo comercial infectado y TX: tratamiento con aplicacion del
extracto SAR E12. PFT: peso por frutos, DP: didmetro polar, DE: diametro ecuatorial, FF: firmeza de frutos,
SST: solidos solubles totales, pH: potencial de hidrogeno y CE: conductividad eléctrica.
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Vitamina C

La vitamina C (acido ascorbico) se encuentra principalmente en las frutas y disminuye
dependiendo del grado de madurez; por lo que la fruta al madurar pierde gran parte de su
contenido (Minutolo et al., 2020). Debido a su sensibilidad, a menudo se utiliza como
indicador de la gravedad del dafio postcosecha de la fruta (Martinez-Gonzélez et al.,
2017). En la Figura 12, se observan los resultados del contenido de vitamina C, en el Tl
se observo una reduccion del contenido de vitamina C debido al estrés ocasionado por el
patdgeno que promovio la sintesis de ROS, que a su vez fue reducida al agotar este
antioxidante orgénico. El contenido de acido ascorbico en los tratamientos evaluados se
concentrd en un rango de 2.81 a 7.15 g kg%, donde el TO presentd los valores mas altos,
seguido del TX con un promedio de 7.07 g kg. Los valores obtenidos en este estudio
estan en acuerdo con los obtenidos por Ali et al. (2016) en la evaluacion de la aplicacion
foliar de un extracto de A. nodosum donde mostraron incremento de vitamina C en frutos
de tomate. Asi mismo, Trejo-Valencia et al. (2018) en el estudio de Macrocystis
pyrifera observaron un aumento significativo de la capacidad antioxidante, los fenoles
totales y el contenido de vitamina C en pepinos respecto al testigo absoluto. En este
sentido, el incremento en la concentracién de vitamina C en frutos se relaciona a un mejor
valor nutricional debido a que al consumirse reduce la sobreproduccién de radicales libres

en las células, el riesgo de enfermedades cardiovasculares y cancer (Minutolo et al., 2020).
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Figura 12. Efecto de la aplicacion del extracto de SAR E12 sobre el contenido de vitamina C en frutos de
tomate sometidos a estrés bidtico por FO. Letras diferentes indican diferencias significativas entre
tratamientos (LSD, p <0.05). TO: Testigo absoluto, TI: testigo infectado, TCI: testigo comercial infectado
y TX: tratamiento con aplicacion de extracto de SAR E12.
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Fenoles totales (FT)

Para el caso de FT se encontraron diferencias estadisticas significativas entre los
tratamientos (Figura 13). Las plantas tratadas con el extracto de SAR E12 produjeron
frutos con un contenido de FT igual al TO con un promedio de 6.14 g EQ ac. galico kg™.
Este fendbmeno se puede atribuir a la interaccion planta-patdgeno que promueve la
acumulacion de compuestos fendlicos que inactivan enzimas fangicas y fortalecen los
componentes estructurales de la planta (Lanubile et al., 2017). Ademas, la aplicacion de
SAR podria contrarrestar los efectos adversos al estrés debido a que se ha documentado
que tiene altas concentraciones de compuestos fenolicos (Cotas et al., 2020). Los
beneficios de los extractos de algas sobre el valor nutricional de los frutos se relaciona a
la presencia de hormonas y compuestos bioactivos presentes en ellas (Rouphael y Colla,
2020). Al respecto, Flores et al. (2021) en el estudio del extracto de L. japonica y
trilinoleina observaron un incremento en el contenido de glucosinolatos y compuestos
fendlicos en brocoli. Por otro lado, Oliveira et al. (2019) en el estudio del efecto de
compuestos fendlicos encontraron una relacion entre el contenido de fenoles y la accién
nematicida en plantas de tomate. Asi mismo, el TCI fue similar al TO y TX con valores de
5.33 EQ 4c. galico kg™,
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Figura 13. Fenoles totales presentes en frutos de tomate tratados con extracto de SAR e inoculados con
FO. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (LSD, p < 0.05). TO: Testigo
absoluto, TI: testigo infectado, TCI: testigo comercial infectado y TX: tratamiento con aplicacién de SAR
E12.



60

Licopeno

En la Figura 14 se observan los resultados del contenido de licopeno en frutos de tomate
tratados con el extracto de SAR e inoculados con FO. El testigo absoluto produjo los frutos
con mayor contenido de licopeno con valores de 113.25 mg kg . Lo anterior coincide
con Goisser et al. (2020) en el estudio del contenido de licopeno en diferentes estados de
maduracion, quienes encontraron valores de 118.63 mg kg  en frutos rojos a la cosecha.
El TCI y TX fueron iguales estadisticamente tanto a TO como TI con un promedio de
97.77 y 91.65 mg kg !, respectivamente. Se ha demostrado que, por su accion
antioxidante, el licopeno aumenta los niveles de glutation y las actividades de las enzimas
antioxidantes que a su vez protegen el ADN, los lipidos y otras macromoléculas (Anlar y
Bacanli 2020). De acuerdo con Khedia et al. (2020) las macroalgas, en especial las pardas,
son ampliamente reconocidos por sus propiedades bioestimulantes que provocan mejora
en el desarrollo de las plantas, y por consiguiente, con frutos de mayor calidad. Al
respecto, Colla et al. (2017) en la aplicacion foliar del extracto de Ecklonia maxima no
observaron diferencias significativas en el contenido de licopeno en frutos de tomate

respecto al testigo absoluto con valores de 300 mg kg™ en peso fresco.
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Figura 14. Efecto de la aplicacion de extracto de SAR inoculado con FO en el contenido de licopeno en
frutos tomate. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (LSD, p < 0.05). TO:
Testigo absoluto, TI: testigo infectado, TCI: testigo comercial infectado y TX: tratamiento con aplicacion
del extracto de SAR E12.
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Capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante es un parametro que define la calidad funcional de los vegetales
y se relaciona con el efecto sinérgico de mdultiples antioxidantes de bajo peso molecular
como la vitamina C y compuestos fenolicos (Colonna et al., 2016). En este estudio, la
capacidad antioxidante en frutos de tomate mostré un rango de valores de 0.37 y 0.67 mM
TEAC en Tl y TO, respectivamente. Los tratamientos TO, TCl y TX no presentaron
diferencias estadisticas entre si; dicho efecto fue influenciado por la aplicacion del
extracto de SAR que pudo mitigar los efectos adversos ocasionados por FO e inducir a la
planta a la activacion de biosintesis y el recambio de antioxidantes en tejidos vegetales
(Cotas et al., 2020). En este sentido, Vasantharaja et al. (2019) demostraron que con
aplicaciones de extractos de S. swartzii al 3% se logra un incremento de la capacidad
antioxidante en frijol. Algunos estudios demuestran que la aplicacion de extractos de algas
pardas tienen mas influencia en el metabolismo de las plantas, como los antioxidantes, las
proteinas solubles totales, los fenoles totales y los flavonoides (Battacharyya et al., 2015).
La acumulacion de compuestos antioxidantes podria atribuirse a efectos directos de los
compuestos bioactivos presentes en las algas, asi como lo describe Vilcanqui et al. (2021)
en la evaluacion de compuestos con capacidad antioxidante presentes en alga pardas con
un rango de 440 a 680 mg TEAC g de peso seco.
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Figura 15. Efecto de la aplicacion de extracto de SAR e inoculados con FO en la actividad antioxidante
de frutos de tomate. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (LSD, p <0.05).
TO: Testigo absoluto, TI: testigo infectado, TCI: testigo comercial infectado y TX: tratamiento con
aplicacion del extracto de SAR E12.
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Variables relacionadas a tolerancia a estrés en hojas

Actividad enzimética de PAL, quitinasa y B 1- 3 glucanasa

Las plantas estan adaptadas para responder a diversas condiciones de estrés bidtico,
activando cambios moleculares, morfologicos y fisiologicos especificos para minimizar
el dafio (Gonzalez-Morales et al., 2018). En la actividad enzimatica de la enzima PAL
(Figura 16) a los 18 y 27 DDT no se observaron diferencias significativas entre
tratamientos; sin embargo, se observo un incremento del 130.15% en el TCI respecto al
TO alos 18 DDT, lo que sugiere que la aplicacion del TCI activd la enzima PAL en etapa
de plantula, ya que este muestreo se realiz6 a las 24 h después de la segunda aplicacién de
tratamientos. El TO expresd la mayor actividad enzimatica a los 38 DTT respecto a Tl,
TCl y TX con valores de 0.95 U g* PT. Algunos autores describen que la actividad
enzimatica de PAL se induce durante las primeras etapas de la interaccion planta-patégeno
y disminuye con el tiempo; sin embargo, ésta se puede alterar también por la aplicacion
de inductores en condiciones de estrés (Srinivas et al., 2019; Melo et al., 2020). Al
respecto, en la aplicacion del extracto de SAR (TX) se observé una influencia en la
activacion de PAL alos 87 DTT con un incremento del 56.52% respecto a TO y un 64.55%
respecto a TCI. Este fendmeno coincide con lo que observaron Ramkissoon et al. (2017)
en la induccidn de resistencia en plantas de tomate a Alternaria solani y Xanthomonas
campestris con la aplicacion del extracto de S. filipendula, registrando un aumento
significativo a las 48 h, que luego comenzd a estabilizarse entre las 72 y 96 h la enzima
PAL. Asi mismo, de Melo et al. (2020) en la evaluacion del extracto comercial BKPSGII®
a base de K. alvarezii y Sargassum sp. en plantas de tomate inoculadas con FO,
encontraron que se promueve la actividad de enzima PAL a partir de los 5 dias después
de interaccion planta-hospedero. Jayaraj et al. (2008) estudiaron la aplicacion del extracto
de A. nodosum en el cultivo de zanahoria para inducir resistencia a A. radicina y B. cinerea
incrementando la sintesis de la enzima PAL a las 96 h de aplicacion. Kong (2015)
mencionan que la PAL es la enzima clave en la ruta de los fenilpropanoides, que sintetiza
compuestos tales como fitoalexinas y lignina, que da a las paredes de las células vegetales
mayor resistencia a la penetracion de patdgenos. A su vez, genera concentracion de
fenoles en plantas, lo que contribuye a la resistencia a las enfermedades (Vidhyasekaran,
2007).
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Figura 16. Cinética enzimética de PAL, evaluada en muestras de hoja de plantas de tomate con la
aplicacion de extracto de SAR e inoculacion con FO.

Los mecanismos de defensa de las plantas al estrés bidtico son impredecibles, la familia
de proteinas PR juegan un papel importante en la resistencia a las enfermedades causadas
por hongos debido a la sintesis de compuestos que inhiben el crecimiento micelial de
algunos hongos fitopatdgenos y activa mecanismos de defensa en las plantas
(Battacharyya et al., 2015). Entre las que se encuentran la quitinasa (PR3) y la p-1,3-
glucanasa (PR2), éstas son dos grupos de enzimas hidroliticas que abundan en diferentes
especies de plantas, y se acumulan después de la infeccion por diferentes hongos
fitopatdgenos (Inui et al., 1997). En este sentido, en la Figura 17 se puede apreciar la
actividad de la enzima quitinasa observando diferencias en los muestreos evaluados. El
TO mantuvo valores bajos de actividad quitinasa a lo largo del anélisis. En las plantas de
tomate tratadas con extractos de algas TCl y TX se observé que los valores de la actividad
enzimatica fueron superiores significativamente a los correspondientes al testigo absoluto
(TO), a los 18 DDT el TCI y TX incrementaron su actividad un 14.97% y un 76.17%
respecto a TO, muestreo que se realizé a las 24 h después de la segunda aplicacion de los
tratamientos. En el M2 (27 DDT), el extracto de SAR incrementd su actividad un 107.67%
y un 100% en TO y TI, respectivamente; este comportamiento se relaciona al tiempo de
muestreo que fue a los 5 dias después de inoculacion del patdgeno. Tal como lo observaron
Reyes-Zambrano et al. (2020) en el estudio de la infeccion por FO se incrementa la
actividad quitinasa en un tiempo corto de exposicion. Por otro lado, un fenomeno
interesante sucedio a los 38 DDT, donde se observo una reduccion de su actividad de un

11.01% respecto al testigo infectado.
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En el M4 cuando el cultivo estaba en produccion (87 DDT) se observo la misma tendencia
en TCI, Tl y TX, este Gltimo tratamiento increment6 su actividad un 45.73% respecto al
TO. Este comportamiento confirma que la enzima quitinasa en las plantas de tomate puede
ser estimulada después de la aplicacion del extracto de SAR y después de la inoculacién
por el hongo FO. Algunos autores sefialan que los efectos de la incidencia de FO en las
plantas promueve la activacion de quitinasa; sin embargo, puede superar las defensas de
la planta llevandola hasta su muerte (Longoria-Espinoza et al., 2020; Reyes-Zambrano et
al., 2020). Rodriguez Pedroso et al. (2006) en el estudio de induccion de resistencia en
plantas de arroz observaron que la cinética de quitinasa tiene un crecimiento exponencial

a través del tiempo debido a la aplicacion de un elicitor y la interaccion planta-patdgeno.
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Figura 17. Cinética enzimatica de Quitinasa, evaluada en muestras de hoja de plantas de tomate con la
aplicacion de extracto de SAR e inoculacion con FO.

La B-1,3-glucanasa se conoce como la enzima litica que se expresa coordinadamente con
la quitinasa después de la infeccion por hongos en plantas y actta en los compuestos de
la pared celular de los hongos, principalmente quitina y glucano, ademas activa la
resistencia sistémica inducida (RSA) inhibiendo el crecimiento de los hongos (Durrant y
Dong, 2004; Shanmugam y Kanoujia, 2011). La cinética enzimatica de [3-1,3-glucanasa
se presenta en la Figura 18, en la cual se observan diferencias significativas a los 38 y 87
DDT. ElI TO mostr6 en ausencia de estrés los valores mas bajos de actividad p-1,3-
glucanasa. En el muestreo tres que fue a las 24 h después de la cuarta aplicacion de los
tratamientos, el T1, TCl y TX mostraron la misma tendencia de crecimiento, donde la

aplicacion de SAR increment6 su actividad un 77.22% respecto al testigo absoluto. A los
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87 DDT durante la produccion del cultivo, se observaron diferencias altamente
significativas entre tratamientos. EI TX expresé la mayor actividad enzimatica
incrementando 3.16 veces, respecto al TO. EI TI y TCI mostraron la misma tendencia de
crecimiento aumentando un 2.19 y 1.82 veces, respectivamente. Este fendmeno coincide
con lo reportado por de Melo et al. (2020) en la evaluacion de la induccion de resistencia
a FO en plantas de tomate con la aplicacion de productos a base de algas, que no fueron
eficientes en la respuesta rapida; sin embargo, la actividad B-1,3-glucanasa se mantiene
en los tratamientos ensayados a los 10 dias después de la inoculacion. Por otro lado, Ali
et al. (2019) en la evaluacion de induccion de resistencia a Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria y A. solani con aplicacion de un producto comercial Stimplex® a base de A.
nodosum en tomate y pimiento dulce observaron que a las 24 h después de aplicacion se
gener0 la mayor actividad glucanasa, reduciendo a través del tiempo. ElI aumento de la
actividad quitinasa y B-1,3-glucanasa por diferentes hongos se ha reportado en diversas
especies de plantas tales como tomate, melon y limon (Reyes-Zambrano et al., 2020). Las
enzimas evaluadas desempefian un papel fundamental en la inducciéon de defensa a
patdgenos en las plantas (Jayaraj et al., 2008). Los resultados obtenidos en la presente
investigacién sugieren que, en plantas de tomate la actividad quitinasa y p-1,3 glucanasa
actian como mecanismo de defensa durante la infeccion de FO; sin embargo, el
incremento de estas enzimas no es suficiente para impedir la colonizacion de raices en
esta especie. Los efectos directos de los compuestos bioestimulantes comprenden la
estimulacion de las actividades enziméticas implicadas en la glucdlisis, el ciclo de Krebs
y la asimilacion de nitratos, asi como las actividades hormonales (Battacharyya et al.,
2015). Estudios recientes han demostrado la capacidad de los extractos de algas marinas
para promover la respuesta inmunitaria en las plantas y que los componentes especificos
de dichos extractos pueden promover diversas facetas de la inmunidad de las
plantas (Rouphael y Colla, 2020). La aplicacion de extractos a partir de algas marinas
posee altos niveles de compuestos bioactivos entre los que destacan los polisacaridos
como laminarina y fucoidan, oligosacaridos, carotenoides, betainas, osmoprotectores,
citoguininas, esteroles, aminoacidos, fenoles y taninos (Ramkissoon et al., 2017). De
acuerdo con Hernandez-Herrera et al. (2018), los extractos de algas aumentan la actividad

de defensa de enzimas e inhibidores de proteinasas y la expresion de genes relacionados
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con la defensa debido a su riqueza de compuestos en la alteracion de su metabolismo. En
este sentido, Mercier et al. (2001) demostraron que los polisacaridos de las algas, en
especifico laminarina y carragenanos, inducen la expresion de genes de sefializacion y
defensa en las hojas de tabaco. Las algas pardas como lo es Sargassum spp., contienen
mas de un 30% de compuestos bioactivos en su biomasa seca, de los cuales la laminarina
y los fucanos sulfatados pueden provocar multiples respuestas de defensa; los
carragenanos son inductores eficaces de las respuestas de defensa y los oligosacaridos
actian como moléculas inductoras y de transduccidn de sefiales en las plantas (Jayaraman
etal., 2011; Ali et al., 2021;). Sin embargo, no se determind qué polisacérido extraido de

esta alga fue determinante para promover el proceso de induccién de resistencia.
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Figura 18. Cinética enzimética de B 1- 3 Glucanasa evaluada en muestras de hoja de plantas de tomate
con la aplicacion de extracto de SAR e inoculacién con FO.

Pigmentos fotosintéticos

La concentracion de pigmentos fotosintéticos en las hojas de las plantas de tomate tratadas
con extractos de algas pardas e inoculadas con FO se muestra en la Figura 19. A los 5 dias
después de la inoculacion (27 DDT) se observaron diferencias significativas entre
tratamientos. El testigo absoluto (TO) presentd los resultados mas altos con valores de
6.14, 2.49 y 8.42 mg g, en Ch a, Ch b y C total, respectivamente. En cuanto al Tl no
mostro diferencias significativas en Ch a, respecto al TO, en la Ch b se observo una
tendencia similar a los tratamientos TO, TCl y TX, ademas, en el contenido de

carotenoides presento los valores mas altos, y en la C total fue el segundo mejor grupo
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estadistico. En la aplicacion del extracto de algas (TX) y el producto comercial (TCI) se
observéd una reduccion generalizada de sus valores de Cha, Ch by C total, lo cual se puede
atribuir a la interaccion planta-patogeno (Figura 17-A). En este sentido, Zhao et al. (2009)
encontraron efectos negativos en el contenido de clorofila, la tasa fotosintética neta, la
tasa de transpiracion y la conductancia estomatica en el cultivo de fresa inoculado con
FO.

En cuanto a los muestreos realizados a los 37 y 87 DDT (Figura 17, B-C) no se observaron
diferencias significativas entre tratamientos en Ch a, Ch b y C total; sin embargo, en el
contenido de carotenoides se observo un fendmeno interesante en la aplicacion del
extracto de algas (TX) y el producto comercial (TCI), los cuales incrementaron su
contenido comparado con el TO un 46 y 54% en TX y TCI, respectivamente, a los 37 DDT
y un 69y 50% en TX y TCI, respectivamente, a los 87 DDT. Asi mismo, Sarifiana-Aldaco
et al. (2021) en el estudio del crecimiento de plantulas de tomate tratadas con extractos de
Sargassum spp. observaron un incremento del 100% en el contenido de carotenoides con
la aplicacion de un extracto producido bajo las mismas condiciones de este estudio.
Mientras que Ali et al. (2016) en la aplicacion del extracto de A. nodosum en plantas de
tomate se incrementd un 18% los niveles de clorofila comparado con el control. Asi
mismo, Zermefio-Gonzalez et al. (2015) en la aplicacién de extractos de Sargassum spp.
observaron un incremento en la concentracién de clorofilas en las hojas en la aplicacion
foliar en el cultivo de vid. Dichos efectos se pueden atribuir a los compuestos presentes
en los extractos de algas que intervienen en capacidad fotosintética de las plantas; en
especial, el contenido de nitrogeno, tal como lo mencionan Ahmed y Shalaby (2012)
quienes relacionaron el incremento de clorofila a la aplicacion de productos a base de
algas debido al contenido de nitrégeno, fésforo y potasio, asi como a la presencia de

algunas fitohormonas.
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Figura 19. Efecto de la aplicacion del extracto de SAR sobre el contenido de clorofilas en plantas de
tomate sometidas a estrés por FO a los A) 27 DDT B) 38 DDT y C) 87 DDT. Letras diferentes indican
diferencias significativas entre tratamientos (LSD, p < 0.05). Ch a: clorofila a, Ch b: clorofila b, C total:

clorofila total y Car: Carotenoides.
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Expresion relativa de genes de defensa

El mecanismo por el cual el extracto E12 de Sargassum spp. induce defensas a la
infeccion por FO se examind midiendo la expresion relativa de los genes NCED, LOX y
PR1 relacionados con las respuestas inmunes de las plantas frente al estrés. Los resultados
obtenidos en la expresion del gen NCED (Figura 20) no mostraron diferencias
significativas entre tratamientos a los 18 y 27 DDT; sin embargo, a las 24 h después de la
cuarta aplicacion (38 DDT) se observé un incremento en la expresion de 1.08 veces en las
plantas tratadas con extracto de SAR, respecto al testigo absoluto. Esto sugiere que la
expresion del gen NCED en las plantas inoculadas con FO y tratadas con SAR presentaban
dafios tipicos de la enfermedad, ocasionando un estrés por el impedimento en la
traslocacion de agua y nutrientes (Silva et al., 2021). Un fendmeno similar fue observado
por Agarwal et al. (2016) quienes aplicaron extractos de Kappaphycus alvarezii y en
combinacién con el hongo M. phaseolina aument6 significativamente la concentracion de
hormonas ABA, IAA, SA y zeatina, asi como la transcripcion de genes relacionados con

la patogenia en plantas de tomate.

En la aplicacion del producto comercial (TCI), las plantas presentaron un comportamiento
similar al TX, TO y TI. La literatura sefiala que el gen NCED codifica para la enzima
dioxigenasa 9-cis-epoxicarotenoide, limitante de la velocidad de la biosintesis de ABA;
sin embargo, es crucial en la respuesta al estrés ya que promueve una respuesta a largo
plazo o graduales tal como se observo en este analisis (Schwartz, 1997). Ademas, en el
estrés bidtico conduce al cierre estomatico para bloquear la entrada de patégenos, participa
en la acumulacién de calosa para evitar la propagacion de patdégenos y modula otros
sistemas hormonales para desencadenar una respuestas de defensa (Hewage et al., 2020).
Sin embargo, existe limitada informacion que relacione la sintesis de NCED en la
mitigacion al estrés por patdgenos, aunque en este estudio se observo la mayor expresion
relativa cuando la infeccion de FO estaba en desarrollo, asi como la secuencia de

aplicacion de SAR en las plantas.
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Figura 20. Expresion relativa del gen NCED en hojas de tomate tratadas con extracto de SAR e
inoculadas con FO, a los 18, 27 y 38 DDT.

En la Figura 21 se observan los resultados de la expresion del gen LOX, el cual no mostro
cambios en su expresion a las 24 h después de la segunda aplicacion de tratamientos (17
DDT), ni a los 5 dias después de la inoculacion de FO (38 DDT). Beccari et al. (2011)
observaron el mismo fendmeno en la expresion de LOX, al no ser significativamente
diferente a las 24 y 96 h después de la inoculacion en raices de trigo infectadas con F.
culmorum. Por otro lado, la aplicacion de SAR indujo la expresion del gen LOX a los 38
DDT, el cual incrementd 1.02 veces su expresion respecto al testigo absoluto. Este
comportamiento fue similar al observado por Jayaraman et al. (2011) en la aplicacion
foliar y drench de un extracto de A. nodosum en pepino inoculado con patégenos fungicos,
el cual incrementd los niveles de expresion de LOX en las primeras horas de aplicacion

respecto al testigo absoluto.

En cuanto a los tratamientos TO, Tl y TCI, no mostraron diferencias significativas entre si
con un rango de expresion relativa de 1.37 a 1.52. El gen LOX codifica para la enzima
lipoxigenasa, que esta involucrada en la biosintesis del acido jasménico, el cual participa
en las respuestas de defensa de las plantas a los patdgenos necrotréficos (Qi et al., 2016).
La via de sefializacion del &cido jasmonico promueve la produccion de fitotoxinas que
regulan la defensa contra patdgenos debido a que las oxilipinas derivadas del gen LOX
influyen en la patogénesis; ademas, proporciona una resistencia local adquirida a través
de la regulaciéon positiva de los genes (Christensen et al., 2013; Tufan et al., 2017,

Anisimova et al., 2021). Lo anterior coincide con Ali et al. (2019), quienes en la aplicacion
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de extractos de A. nodosum en tomate y pimiento dulce demostraron que con su aplicacion
se desencadenaba la sefializacion mediada por &cido jasmonico que ofrecia proteccion
contra X. campestris y A. solani. Maschietto et al. (2015) observaron la expresion de genes
de la via LOX inducidos después de la inoculacion de F. verticillioides en lineas de maiz
resistente a los 3 y 7 dias después de la inoculacion, mientras que en la linea de maiz
susceptible la induccion se redujo a los 14 después de inoculacion. Asi mismo, Tufan et
al. (2017) en el andlisis de cebada en respuesta a la infeccion por F. culmorum confirmaron
que la expresion del gen LOX esta relacionada con la respuesta de defensa del huésped a
través de la biosintesis del &cido jasmdnico. Las respuestas de defensa de las plantas de
tomate en este experimento se correlacionaron con la infeccion del patégenos, asi como
la aplicacién de extractos a base de algas, debido a la presencia de compuestos bioactivos
que inducen la sefializacion y la expresion de genes de defensa; sin embargo, para este
gen los resultados sugieren que la resistencia en el tomate puede depender de una
activacion retardada de los genes LOX.
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Figura 21. Expresion relativa del gen LOX en hojas de tomate tratadas con extracto de SAR e
inoculadas con FO, a los 18, 27 y 38 DDT.

En cuanto a la expresion del gen PR1 se observaron diferencias significativas con la
aplicacion de tratamientos a partir de los 27 DDT (Figura 22). El tratamiento TX aumentd
la expresion relativa del gen PR1 a 3.55 y 10.185 veces respecto a TOy Tl a los a los 5
dias después de la inoculacion (27 DDT). EI TCI incrementd 2.15 y 2.71 a las 24 h
después de la cuarta aplicacion en TO y TI, respectivamente. Estos resultados coinciden

por los reportados por Agarwal et al. (2016) en la aplicacion extractos de Kappaphycus
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alvarezii en plantas de tomate inoculadas con M. phaseolina mostrando la mayor
expresion relativa del gen PR-1b relacionado con la patogenia. Esto sugiere que la
aplicacion de extractos de algas pardas podria jugar un papel importante en la activacion
de genes que codifican a la produccion de proteinas PR relacionadas con la via de
sefializacion del &cido salicilico (Vera et al., 2011). Los niveles elevados de acido
salicilico en plantas se asocian con resistencia sistémica adquirida (RSA), y la expresion
del gen PR1 se relaciona a una mayor resistencia a patdégenos debido a que previene la
propagacion de la infeccion a tejidos sanos (Vlot et al., 2009; Anisimova et al., 2021). Lo
anterior coincide con lo reportado por Ali et al. (2021) en la aplicacion de extracto de
algas en tomate y pimiento dulce inoculado con X. campestris y A. solani, donde
encontraron que con laaplicacion de S. vulgare a las 48 h se desencadena defensa mediada
por la via de sefializacion del PR-1a. Por el contrario, Ramkissoon et al. (2017), quienes
aplicaron extractos de Ulva lactuca, S. filipendula y Gelidium serrulatum en plantas de
tomate inoculadas con A. solani y X. campestris, encontraron que ningun extracto fue
capaz de inducir un aumento significativo en las transcripciones de PR1. De acuerdo con
Onfate-Sanchez y Singh, (2002), los extractos de algas pardas pueden afectar la
acumulacion de SA debido a la presencia de polisacaridos como laminarina, un p-1,3
glucano, lo que marca una pauta para la seleccion de especies de algas en funcién de los
objetivos, asi como las formas de extraccion y aplicacion. La respuesta inmune de las
plantas esta estrictamente controlada por una cascada de eventos de sefializacién, con los
resultados obtenidos se sugiere que la interaccion planta-patdgeno, asi como la aplicacion
de SAR se puede inducir secuencialmente las vias de sefializacion tanto del &cido salicilico,
jasmonico y abscisico, ademas de incrementar la actividad enzimatica de PAL, quitinasa
y glucanasa, los cuales resultan ser eficaces para controlar la severidad de la infeccion

ocasionada por FO (Ramkissoon et al., 2017).
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Figura 22. Expresion relativa del gen PR1, en hojas de tomate tratadas con extracto de SAR e
inoculadas con FO, a los 18, 27 y 38 DDT.

Dado los resultados descritos anteriormente, los andlisis realizados mostraron efectos
positivos al utilizar extracto de Sargassum spp. como bioestimulante en la induccion de
tolerancia Fusarium oxysporum en el cultivo de tomate, sin embargo, aunque esta macro
alga tiene un potencial para ser explotada en el sector agricola, actualmente la mayoria de
los estudios relacionados al uso de extractos de algas como bioestimulantes se han
centrado el control de estrés abiotico, siendo la sequia y salinidad los mas explorados
(Gonzalez-Morales et al., 2021). Por lo que existe un area de oportunidad para estudiar
esta especie para centrar los esfuerzos de la investigacion futura en el analisis de los
procesos de extraccion y purificacion del extracto, tipo y frecuencia de aplicacién en
funcion de la especie bioldgica, asi como su efectividad en los diferentes tipos de estrés

bidtico que afectan cultivos de importancia comercial y nutricional en nuestro pais.
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CONCLUSIONES

En el presente estudio se investigo el efecto de la aplicacion de extractos de Sargassum

spp. sobre la induccion de resistencia a la infeccion por Fusarium oxysporum en el cultivo

de tomate evaluado en diferentes etapas, de las cuales se concluyo lo siguiente:

En la prueba preliminar, el extracto E12 induce la mayor resistencia a F.
oxysporum en base a la presencia de compuestos bioactivos, e incrementa las
variables agronémicas, y de incidencia y severidad en etapa de plantula.

En la caracterizacion del extracto E12 la presencia de compuestos bioactivos
a los cuales se les puede atribuir su capacidad antioxidante y fungistatica;
ademas de atribuir capacidad de induccidn de resistencia en las plantas debido
a la presencia de fitohormonas y monosacaridos.

Durante el desarrollo del cultivo, la aplicaciéon del TX infectado por
F. oxysporum incrementa parametros relacionados con el vigor de las plantas
como altura, diametro de tallo, nimero de hojas, biomasa area y radical,
ademas, del rendimiento de las plantas de tomate.

En el analisis de frutos, la aplicacion del TX iguala la calidad nutraceutica del
testigo absoluto en términos de fenoles totales y capacidad antioxidante.

La aplicacion del extracto incrementa la actividad de PAL, B 1-3 glucanasa y
quinasa con la aplicacion del TX. Asi mismo, incrementa la expresion relativa
de los genes PR1, LOX y NCED.

En conclusion general, la aplicacion del extracto E12 (TX) es capaz de inducir

resistenciaa FO, al tiempo que incrementa la calidad de sus frutos. Ademas, representa

una alternativa para la formulacién de un bioestimulante de origen bioldgico que

mejore la resistencia al estrés bidtico en plantulas de tomate como consecuencia de los

compuestos bioactivos y de la actividad sinérgica entre la matriz de compuestos

quimicos que lo integran.
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