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RESUMEN

Sargassum spp. COMO BIOESTIMULANTE DEL CULTIVO DE TOMATE BAJO
ESTRES POR SALINIDAD
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UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO
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Los extractos de algas marinas representan una importante categoria de bioestimulantes
vegetales que logran mejorar el desarrollo y rendimiento de los cultivos, ademas de
mitigar los estragos causados por estrés bidtico y abidtico. Por ello, el objetivo de esta
investigacion fue estudiar el efecto bioestimulante de la macroalga Sargassum spp. en
plantas de tomate bajo estrés por salinidad. EI experimento se llevo a cabo dentro de un
invernadero tipo capilla y como material vegetal semillas de tomate del hibrido CID F1.
La macroalga de Sargassum spp. se utilizé de forma granular (incorporada en el sustrato)
y como extracto acuoso (aplicado de manera foliar). El disefio experimental utilizado fue
completamente al azar con ocho tratamientos, de los cuales cuatro tratamientos fueron
sometidos al estrés salino (75 mM de NaCl). Tanto el granulado como el extracto acuoso
de Sargassum spp. se caracterizaron (proteinas totales, fenoles totales, carbohidratos
totales, sulfatos, glucano, galactano, fucoidano y metales pesados). Las variables
evaluadas fueron asociadas al crecimiento, rendimiento, calidad del fruto y tolerancia al
estrés. En los resultados se observa que los tratamientos que no fueron inducidos al estrés
salino, la aplicacién del extracto en las plantas de tomate increment6 el nimero de hojas,
asi como el contenido de clorofila a y total en la etapa de plantula, en cuanto a la
produccién aumento el nimero y peso de frutos; mejorando también algunas variables de
calidad de fruto, como el contenido de licopeno, el diametro polar y ecuatorial en
comparacion al control. La aplicacion del granulado increment6 la biomasa fresca aérea
de la planta, asi como el numero, peso y diametro polar y ecuatorial de frutos respecto al
control absoluto. La combinacion del extracto mas el granulado incrementd las variables
asociadas al rendimiento. Aquellos tratamientos que estuvieron bajo la influencia de la
salinidad, se observan que las aplicaciones del extracto en plantas incrementan el peso
fresco de raiz y el didmetro polar y ecuatorial respecto al control salino. La aplicacion del
granulado incremento la altura de planta, la biomasa fresca aérea y radicular, la biomasa

seca radicular y el didmetro polar y ecuatorial en comparacion al testigo salino.

Palabras clave: Macroalgas, extracto acuoso, granulado, estrés abi6tico.
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Seaweed extraccts represent an important category of plant biostimulants that improve the
development and yield of crops, in addition to mitigating the ravages caused by biotic and
abiotic stress. Therefore, the objective of this research was to study the biostimulant effect
of the macroalgae Sargassum spp. in tomato plants under salinity stress. The experiment
was carried out inside a chapel-type greenhouse and as plant material tomato seeds of the
hybrid CID F1. The macroalgae of Sargassum spp. It was used in granular form
(incorporated into the substrate) and as an aqueous extract (applied in a foliar way). The
experimental design used was completely randomized with eight treatments, of which four
treatments were subjected to saline stress (75 mM NaCl). Both the granules and the
aqueous extract of Sargassum spp. They were characterized (total proteins, total phenols,
total carbohydrates, sulfates, glucan, galactan, fucoidan and heavy metals). The variables
evaluated were associated with growth, yield, fruit quality and stress tolerance. In the
results, it is observed that the treatments that were not induced to saline stress, the
application of the extract in tomato plants increased the number of leaves, as well as the
total a and chlorophyll content in the seedling stage, in terms of production. increase the
number and weight of fruits; also improving some fruit quality variables, such as lycopene
content, polar and equatorial diameter compared to the control. The application of the
granulate increased the fresh aerial biomass of the plant, as well as the number, weight
and polar and equatorial diameter of fruits with respect to the absolute control. The
combination of the extract plus the granules increased the variables associated with
performance. Those treatments that were under the influence of salinity, it is observed that
the applications of the extract in plants increase the fresh weight of the root and the polar
and equatorial diameter with respect to the saline control. The application of the granulate
increased the plant height, the fresh aerial and root biomass, the dry root biomass and the
polar and equatorial diameter compared to the saline control. The combination of the
extract plus the granules increased the fresh and dry root biomass, in addition to the polar

and equatorial diameter and the firmness in fruits compared to plants with salinity.

Key words: Macroalgae, aqueous extract, granules, abiotic stress.
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INTRODUCCION

El exceso de sales en el suelo se origina debido a la acumulacion de sulfatos, bicarbonatos,
cloruros y al movimiento de aguas marinas y freaticas. Ademas, este problema se ve
potenciado por la actividad humana debido al mal manejo del agua de riego y uso excesivo
de agroquimicos (Alcaraz, 2012). Esto genera gran cantidad de inconvenientes en la
agricultura actual, pues evita el crecimiento y el desarrollo de los cultivos, especialmente
en zonas aridas y semiaridas (Jouyban, 2012). A escala mundial constituye un problema
importante, siendo Asia y Australia los continentes mas afectados, contando con 195
millones de hectareas (Mha) de suelos cultivables con mayor concentracion de sales de
sodio; seguido de América con 66 Mha afectadas por este estrés, y en menor proporcién
Africa con 39 Mha y Europa con 7 Mha (Hasanuzzaman et al., 2013).

Se sugiere que los criterios de diagnostico que se utilicen para la clasificacion de los suelos
afectados por salinidad, se base en un conjunto de parametros, fundamentalmente en el
analisis de la relacion existente entre ellos; los indicadores quimicos de salinidad de
caracter global utilizados para la caracterizacion y el diagnostico de la afectacion por la
salinidad son la CE, PSI (% Na" intercambiable) y pH, cuyos pardmetros permiten separar
a los suelos afectados por la salinidad en 3 grupos: a) Salinos, pH <8.5, CE >4 y PSI <15;
b) Sédicos, pH >8.5, CE <4 y PSI >15; ¢) Salinos — Sédicos, pH <8.5, CE >4 y PSI >15
(Kochba et al., 2004; Mueller et al., 2004; Shukla et al., 2004). Estas concentraciones
compactan los suelos y disminuyen su porosidad, provocando la acumulacion de agua que
conlleva a la hipoxia de los cultivos (Carillo et al., 2011). A nivel celular la primera
respuesta en las plantas que se genera es la deshidratacion y la perdida de turgencia. Con
el estrés salino, las plantas se ven afectadas en su fisiologia y metabolismo, donde
inicialmente generan un desequilibrio osmético, seguido por la toxicidad de iones y
desordenes nutricionales; entre los principales elementos que pueden producir toxicidad
se encuentra el sodio, el cloruro y el boro. Los sintomas que se observan debido a las altas
concentraciones de estos elementos se encuentra principalmente en las hojas, con necrosis
y pérdida de su coloracion (Ariza, 2012). Entre los principales indicadores morfoldgicos
se encuentran un bajo crecimiento de la planta, menor area foliar y un menor nimero de

hojas y raices secundarios debido a problemas en la toma de nutrientes y agua del suelo;



Sin embargo, el grado de afectacién depende del cultivo, su genotipo, la edad fisioldgica,
entre otros factores (Qados, 2011; Jouyban, 2012).

Debido a esto se buscan alternativas que logren preservar la capacidad de los recursos
naturales, sin comprometer las potencialidades presentes y futuras de los recursos del
suelo. Es por ello que hoy en dia se promueve el uso de bioestimulantes, los cuales sin
tener en cuenta el aporte de nutrientes, contienen sustancias, compuestos 0
microorganismos cuya funcion en las plantas o en la rizosfera es el de mejorar el desarrollo
del cultivo, normalmente mediante la estimulacion de los procesos biolégicos que
benefician el crecimiento y las respuestas al estrés (Sendra, 2017). Un ejemplo de
bioestimulantes son aquellos que provienen de algas, cuyos efectos son similares a los de
ciertos reguladores del crecimiento, esto debido a su contenido de vitaminas,
carbohidratos, proteinas y agentes quelantes como acidos organicos y manitol; ademas, su
alto contenido de materia organica es beneficioso para mejorar las propiedades mecanicas
del suelo (Carvajal & Mera, 2010).

Muchas especies de algas son utilizadas en la agricultura como fertilizantes, suplementos
nutricionales o bioestimulantes. La biomasa de Ascophillum nodosum, Laminaria sp.,
Fucus sp., Macrocystis pyrifera, Ecklonia maxima y Durvillea sp., entre otras, han sido
ampliamente explotados en la industria agricola (Sharma et al., 2014). Las formulaciones
utilizadas como bioestimulantes han tenido efectos beneficiosos sobre la germinacion, el
rendimiento de los cultivos, la resistencia al estrés biético y abio6tico, ademas de un mayor
tiempo de vida postcosecha (Tuhy et al., 2013). En los ultimos afios ha sido de gran interés
el estudio de extractos de algas en la agricultura, encontrandose que las moléculas
bioactivas son compuestos nitrogenados, esteroles y hormonas. Ademas, algunos estudios
han determinado que es posible que otros tipos de moléculas de alto peso molecular, como
polifenoles y polisacaridos, tengan influencia directa en los cultivos (Sharma et al., 2014).
Estos organismos contienen multitud de componentes activos dificilmente determinables
e identificables en su totalidad, debido al gran nimero de moléculas presentes. Sin
embargo, una de sus principales sustancias activas son los alginatos, presentes en sus
paredes celulares y que confieren flexibilidad y adaptacion, jugando un importante papel
en la defensa frente a enfermedades y fendmenos de estrés al actuar como elicitores
(Aguilar, 2015).



Las macroalgas del género Sargassum son nativas del Atlantico, pero debido a que el
calentamiento global altera las corrientes marinas, ha provocado que los crecimientos de
sargazo (nombre comun) sean enviados hacia el sur del Caribe y el Golfo de México,
causando desde el 2011 que esta region reciba toneladas de esa alga. Esto es un problema
que afecta la fauna marina ya que cuando se acumula demasiada cantidad, el proceso de
descomposicion acapara el oxigeno del agua, dificultando la vida de las especies marinas,
ademas, afecta a los lugarefios ya que como zona turistica es necesario mantener limpias
las playas (Pantaléon, 2018). Sabiendo todos los beneficios que podemos obtener de las
algas marinas y al ser el género Sargassum considerado una plaga en las zonas del Caribe
y el Golfo de México debido a su gran incidencia, podemos contribuir a su remocion al

darle un uso agricola.



OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto bioestimulante de la macroalga Sargassum spp. en plantas de tomate

bajo estrés por salinidad.

Objetivos Especificos:

1. Producir y caracterizar un extracto acuoso de Sargassum spp.

2. Evaluar el efecto bioestimulante del extracto acuoso y del alga molida de
Sargassum spp. en variables asociadas al crecimiento, rendimiento y calidad de
frutos en plantas de tomate bajo estrés salino.

3. Evaluar el efecto del extracto acuoso y del alga molida de Sargassum spp. como
bioestimulante de plantas de tomate bajo estrés por salinidad mediante compuestos

bioquimicos asociados a la tolerancia al estrés.

HIPOTESIS

El extracto de Sargassum spp. aplicado de manera foliar o el alga molida aplicada al suelo
en plantas de tomate, tendran un efecto bioestimulante que promoveréa la tolerancia al

estrés por salinidad.



REVISION DE LITERATURA

Generalidades del cultivo de tomate

El tomate (Solanum Lycopersicum L.) es una planta perenne en forma de arbusto que se
cultiva anualmente y puede desarrollarse de forma rastrera, semi-erecta o erecta con la
ayuda de tutores para su sostén. Tiene un sistema radicular pivotante, profundo y poco
ramificado. El fruto de tomate es uno de los frutos que contiene mayor cantidad de
vitaminas y minerales, tiene bajo contenido cal6rico y se caracteriza por un elevado
contenido de agua (90% a 94%). Ademas, es una fuente importante de azucares solubles
(fructosa, glucosa y sacarosa), y en menor proporcion de proteina, fibra, acidos organicos
(citrico y malico), licopeno y caroteno (Fernandez et al., 2004).

El cultivo de tomate se desarrolla en zonas templadas y célidas. El clima hiumedo con
temperaturas altas y humedad relativa superior a 75% es poco apropiado. La temperatura
Optima de crecimiento es de 20 a 24°C. Se desarrolla en suelos profundos, mullidos, bien
aireados y con buena proporcién de materia organica y con un pH ligeramente acido
(SAGARPA, 2017). Esta hortaliza ha adquirido gran popularidad y aceptacion gracias a
su importancia econdmica, en parte a su aumento en el rendimiento en menor proporcion

a la superficie en que se cultiva (Escalona et al., 2009).

Importancia econémica a nivel mundial

La disponibilidad de nuevas variedades, nuevos métodos de cultivo y la creciente
demanda de hortalizas han incentivado la produccion mundial del tomate. En general, la
productividad de esta hortaliza continlda creciendo por unidad de superficie. Los
rendimientos varian en un amplio rango en funcion a las tecnologias empleadas, desde el
cultivo a cielo abierto, hasta la produccion en invernaderos altamente tecnificados con
sistemas automatizados de riego y nutricion (FIRA, 2016).

En 2017, la produccion mundial de tomate se ubicd en un méaximo historico de 182.3
millones de toneladas. Entre 2007 y 2017, crecid a una tasa promedio actual de 2.9%. El
61.0% de la produccion se concentro en 5 paises: China 32.6%, India 11.4%, Turquia
7.0%, Estados Unidos 6.0% y Egipto 4.0%. Mexico ocup6 la novena posicion con una
participacion de 2.3% (FIRA, 2019).
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Figura 1. Principales paises productores, 2017. Estimado con base en datos de FAO.

Importancia econdmica en México

México es el principal proveedor a nivel mundial de tomate con una participacion en el
mercado internacional del 25.11% del valor de las exportaciones mundiales. A pesar de
que durante el periodo 2003-2016 se experimentd una reduccién en la superficie
sembrada, presentd un crecimiento acumulado en la produccion (54.25%) y en las
exportaciones en fresco (77.87%), convirtiéndolo en uno de los cultivos con mayor
incremento en productividad. En el mercado internacional, durante el 2016 el tomate
mexicano cubrié 90.67% de las importaciones de Estados Unidos y 65.31% de Canada.
En el contexto productivo, de las 51,861 ha sembradas en el 2016, el 95.70% de la
superficie se encuentra mecanizada, 73.26% cuenta con tecnologia aplicada a la sanidad
vegetal, mientras que el 76.62% del territorio sembrado con este cultivo contd con
asistencia técnica (SAGARPA, 2017).

Entre 2007 y 2017, las exportaciones mundiales crecieron a una tasa promedio anual de
2.2%. Siendo México y Paises Bajos los que destacaron en este rubro, con una
participacién en el 2017 del 23.0% y 14.5% del volumen mundial exportado,
respectivamente. Las exportaciones de estos paises crecieron a tasas promedio anuales de

5.2 'y 2.7% durante la década citada. Espafia ocupa el tercer lugar, con una participacion



del 10.7% de las ventas mundiales; otros importantes exportadores, como Irdn y
Marruecos tuvieron una participacion del 7.0%. Finalmente, Turquia registro una

participacion del 6.9% en sus exportaciones (FIRA, 2019).
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Figura 2. Principales participantes en el comercio exterior de tomate, 2017. Estimado
con base a datos de FAO.

Efectos del estrés por salinidad

En los ambientes aridos y semiaridos, la sequia y la salinidad son los principales agentes
abioticos que limitan fuertemente la actividad agricola al reducir el nimero de especies
posibles de cultivar y afectar los rendimientos, producto de la disminucion del potencial
hidrico del medio, que reduce la absorcion del agua durante la germinacion y en otras
etapas del desarrollo de la planta, o por la absorcion de iones como sodio y cloruros que
producen problemas nutricionales y de toxicidad (Cortés et al., 2014). La salinidad de los
suelos afecta la produccion de alimentos a escala mundial, provocando cambios
fisiolégicos y bioquimicos en el metabolismo de las plantas, implicando procesos tales
como la fotosintesis, conductancia estomatica, ajuste osmotico, absorcion de iones,
sintesis de proteinas, sintesis de &cidos nucleidos, actividad enzimética y balance
hormonal; que determinan su subsistencia, asi como su productividad (Lamz & Gonzélez,
2013).



La salinidad afecta aproximadamente al 25% de los 230 millones de hectéreas irrigadas
del planeta (Meloni et al., 2008). En Meéxico, 29.3 millones de hectareas son utilizadas
para la actividad agricola, de las cuales 500,000 ha son improductivas debido a la alta
concentracion de sales que poseen (Partida et al., 2006). Estos suelos se caracterizan por
contener aniones como cloruros, sulfato y carbonatos; en ocasiones también nitratos. Las
sales mas comunes son las de sodio, calcio y magnesio (Ladeiro, 2012). Presentando una
conductividad eléctrica de 4 o mas dS m™ y un pH de 7.3 a 8.5 (Martinez et al., 2011).

Tolerancia al estrés por salinidad

La adaptacion o tolerancia de las plantas al estrés por salinidad implica complejos rasgos
fisioldgicos, vias metabdlicas y redes moleculares. Algunas investigaciones han
identificado varias respuestas adaptativas al estrés por salinidad a niveles moleculares,
celulares, metabolicos y fisioldgicos (Gupta & Huang, 2014). Varios de estos mecanismos
se describen a continuacion.

Homeostasis de iones. La homeostasis puede definirse como la tendencia de una célula u
organismo a mantener el estado estacionario interno, incluso en respuesta a cualquier
perturbacion o estimulo ambiental que tienda a perturbar su normalidad, mediante el
intercambio regulado de materia y energia con el exterior. Se trata de una forma de
equilibrio dindmico que se hace posible gracias a una red de sistemas de control
realimentados que constituyen los mecanismos de autorregulacion de los seres vivos (Niu
etal., 1995). En las plantas mantener la homeostasis de los iones no solo es importante en
su desarrollo, también es un proceso esencial para el crecimiento durante el estrés salino
(Hasegawa, 2013). Las plantas en general no pueden tolerar una alta concentracion de sal
en el citoplasma celular. Debido a ello, el exceso de sal se transporta a la vacuola o es
redirigida a tejidos mas viejos que eventualmente se sacrifican, protegiendo asi a las
plantas ante esté estrés (De Azevedo et al., 2004).

Regulacion antioxidante. El estrés oxidativo, es un término utilizado para describir los
efectos adversos de las especies reactivas de oxigeno (ROS) sobre la planta, en estas
condiciones el oxigeno molecular (O2) actia como aceptor de electrones dando lugar a la

acumulacion de ROS. Estas son responsables del dafio oxidativo de macromoléculas



bioldgicas como el &cido desoxirribonucleico (ADN), lipidos, carbohidratos y proteinas
(Hernandez & Soto, 2014).

El oxigeno singlete (*02), el radical hidroxilo (OH), el radical superoxido (O%) y el
peroxido de hidrogeno (H20.) son compuestos altamente oxidantes, por lo tanto,
potencialmente dafinos para la integridad celular (Grol} et al., 2013). Para reparar el dafio
producido por las ROS, las plantas han desarrollado mecanismos de proteccion como la
sintesis de antioxidantes, incluidos los compuestos enzimaticos y no enzimaticos. Entre
las principales enzimas antioxidantes que intervienen en la eliminacion o mitigacion de
las ROS se encuentran la superdxido dismutasa, catalasa, glutation peroxidasa, ascorbato
peroxidasa y glutation reductasa (Li, 2009).

Poliaminas. Son compuestos organicos nitrogenados de bajo peso molecular y naturaleza
alifatica, que presentan caracter policationico a pH fisioldgico y estan presentes en casi
todos los seres vivos (Shi & Chan, 2014). Las poliaminas desempefian una variedad de
funciones en el crecimiento y desarrollo de las plantas, interviniendo en la division y
diferenciacion celular, elongacion radicular, desarrollo floral, maduracion de frutos,
senescencia foliar, muerte celular programada, sintesis de ADN, transcripcion génica y
organizacion de las cromatidas (Tiburcio & Alcazar, 2018). También juega un papel
crucial en la tolerancia al estrés abidtico, como la salinidad, sequia, exceso de agua, altas
y bajas temperaturas, heridas, 0zono, metales pesados y estrés oxidativo; los aumentos en
el nivel de poliaminas se correlacionan con la tolerancia al estrés (Wimalasekera et al.,
2011).

Regulacién hormonal. EIl estrés salino en las plantas incluye dos subtipos: un estrés
osmotico debido a una disminucion en la disponibilidad de agua y un estrés ionico debido
al incremento de iones téxicos como Na* y CI los cuales conducen a desequilibrios
nutricionales, provocando estrés oxidativo y alterando el metabolismo de la planta (de la
Torre et al., 2017). Diversos estudios muestran la importancia de la existencia de algunas
vias de sefializacion, incluyendo la sefializacion de las hormonas vegetales involucradas
con la tolerancia salina (Krishnamurthy et al., 2017). El acido abscisico (ABA) es una
fitohormona importante, su incremento en las plantas mejora el efecto de las condiciones
de estrés. En las plantas suele encontrarse en una concentracion de entre 0.01y 1.0 mg L~

1 ‘aunque en condiciones de estrés hidrico puede elevarse hasta un nivel de concentracion
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50 veces mayor, se mantiene elevado durante pocas horas y luego disminuye al producirse
una rehidratacion, ademas se ve afectado por la accion de otras hormonas y por diferentes
tipos de estrés, aumentando la capacidad de supervivencia de la planta frente a situaciones
adversas (Raghavendra et al., 2010). El estrés osmético y el déficit de agua provocados
por la salinidad, aumentan la produccion de ABA en brotes y raices. Esta acumulacion
mitiga el efecto inhibidor de la salinidad sobre la fotosintesis, el crecimiento y la
traslocacion de asimilados. Los niveles elevados de ABA promueven el almacenamiento
proteico y osmoprotector, asi como el cierre estomatico para que se vuelva a alcanzar el
equilibrio osmoético, aunque reduce el crecimiento de la planta, ya que afecta a la ruta de
transduccion de sefiales de las auxinas. La relacion positiva entre la acumulacion de ABA
y la tolerancia a la salinidad se ha atribuido, al menos en parte, a la acumulacién de K ™,
Ca?" y solutos compatibles, como prolina y aztcares, en las vacuolas de las raices, que
contrarrestan la absorcion de Na* y CI™ (Gurmani et al., 2011). A nivel experimental,
algunos estudios mencionan que han conseguido aumentar los niveles ABA, facilitando
la tolerancia de diversas especies vegetales al estrés salino, como por ejemplo Brassica,
Phaseolus vulgaris, Oryza sativa y Zea mays (Ryu & Cho, 2015).

Regulacion transcripcional. La regulacion de la expresion génica en el estrés por salinidad
incluye una amplia gama de mecanismos que utilizan las plantas para regular la
produccién de productos génicos especificos (Ashraf et al., 2010). De esta manera, los
factores de transcripcion inducen o inhiben la actividad de la ARN polimerasa II,
regulando la expresion genética (Shen et al., 2009). Las respuestas al estrés osmotico
requieren de la sintesis de proteinas metabdlicas importantes, como las que involucran la
sintesis de osmoprotectores, y proteinas reguladoras en la ruta de transduccion de sefiales
(cinasas o factores de transcripcion). Dado que la mayoria de estas respuestas implican el
control y la regulacion de la expresion de genes, los factores de transcripcion juegan un
papel importante en la respuesta de las plantas al estrés y en su desarrollo (Agarwal & Jha,
2010).

El andlisis transcriptomico proporciona un conocimiento detallado sobre la expresion
génica a nivel de ARNm, que se usa ampliamente para seleccionar genes candidatos
involucrados en las respuestas al estrés. Los enfoques gendmicos juegan un papel

importante en la codificacion y caracterizacion de genes importantes. Se ha identificado y



11

caracterizado un gran numero de genes y factores de transcripcién sensibles a la sal que
estan regulados por incremento o por disminucion en respuesta al estrés por salinidad

utilizando enfoques transcriptomicos y genémicos (Johnson et al., 2002).

Bioestimulantes

La definiciobn de un bioestimulante de plantas se refiere a cualquier sustancia o
microorganismo aplicado a las plantas con el objetivo de mejorar la eficiencia nutricional,
la tolerancia al estrés y/o los rasgos de calidad de los cultivos, independientemente de su
contenido de nutrientes. Los bioestimulantes son utilizados como una alternativa para la
produccion de cultivos, estos pueden categorizarse en microorganismos benéficos,
extractos de plantas o algas, acidos humicos o falvicos, hidrolizados de proteinas o
compuestos nitrogenados, quitosan y otros biopolimeros y compuestos inorganicos (Al,
Co, Sey Si) (du Jardin, 2015).

Los bioestimulantes fomentan el crecimiento y el desarrollo de las plantas a lo largo del
ciclo de vida del cultivo, desde la germinacion de la semilla hasta la madurez de la planta.
Mejorando la eficiencia del metabolismo de la planta para inducir aumentos de
rendimiento y una mejor calidad del cultivo; aumentando la tolerancia de las plantas y la
recuperacion de diversos tipos de estrés; facilitando la asimilacion, translocacion y el uso
de nutrientes y mejorando los atributos de calidad del producto (Quintero et al., 2018).
Los extractos de algas marinas actian como bioestimulantes, mejorando la germinacion y
el establecimiento de semillas, mejorando el crecimiento de las plantas, rendimiento,
cuajado de flores y produccion de frutos, aumentando la resistencia al estrés biético y
abiotico y mejorando la vida til postcosecha (Khan et al., 2009; Craigie, 2011; Mattner
etal., 2013).

Usos y aplicaciones de las macroalgas marinas

Las macroalgas marinas son organismos fotosintéticos, se caracterizan por pertenecer a
tres phylum: Chlorophyta, Ochrophyta y Rhodophyta. Las Chlorophyta presentan
clorofila ay b, la pared celular esta constituida por celulosa y puede presentar carbonato
de calcio, actualmente estan integradas 6,507 especies. Las Ochrophyta presentan

clorofilaay c, junto con xantofila y carotenos que enmascaran la clorofila, se encuentran
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principalmente en aguas frias y estdn conformadas por 4,141 especies. Las Rhodophyta
poseen clorofilaay d, ficoeretrina, a veces ficocianina, xantofila y carotenos, este phylum
esta integrado por 7,088 especies (Montoya et al., 2017).

Las macroalgas marinas son uno de los recursos biolégicamente mas activos de la
naturaleza, ya que poseen una gran cantidad de compuestos bioactivos. Los cuales ha
demostrado  actividad  antibacteriana,  potencial  antioxidante,  propiedades
antiinflamatorias, actividad anticoagulante y antiviral (O’Sullivan et al., 2010). Como
resultado, los compuestos derivados de algas marinas tienen aplicaciones importantes en
una gama amplia de &mbitos, tales como recurso en la produccion de agar, carrageninas,
forraje, alimento humano, cosmética, medicina, farmacologia y uso agricola (Montoya et
al., 2017).

En la agricultura las algas marinas son usadas como bioestimulantes a base de extractos
liquidos o de forma granular, el cual se puede aplicar via foliar o al suelo. Los extractos
de algas marinas contienen una amplia gama de sustancias bioactivas tales como
vitaminas, minerales, reguladores del crecimiento, compuestos organicos, agentes
humectantes y coloides mucilaginosos (agar, acido alginico y manitol) que ayudan en la
retencion de la humedad y los nutrientes en las capas superiores del suelo (Hernandez et
al., 2014). Ademas, ayudan a resistir dafios por enfermedades, insectos o condiciones de
estrés, asi como a incrementar la produccion y la germinacion de semillas. Dentro de los
compuestos ya identificados en las algas se tienen agentes quelatantes como acidos
alginicos, fulvicos y manitol. Otros estudios han demostrado que el contenido de clorofila
y la capacidad fotosintética son elevados en plantas tratadas con estos extractos (Mattner
etal., 2013).

Debido a todos los usos y aplicaciones de las macroalgas marinas hoy en dia son un
recurso muy demandado, es por ello que se ha llevado a cabo una reconversion de una
actividad extractiva en la acuicultura para evitar el deterioro de las poblaciones naturales
de recursos marinos vivos, lo que constituye una produccion sostenible sin sobreexplotar

la recoleccion de estos organismos (Tasende & Peteiro, 2015).

Género Sargassum
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El género Sargassum es uno de los mas importantes desde el punto de vista taxonémico,
ecoldgico, econémico y cultural de las algas pardas. Contribuye de manera significativa a
la biomasa de muchas areas costeras ofreciendo concentracion de alimento, sustrato y
refugio a otras algas y animales. Tambien es reconocido por ser fuente de acido alginico,
alimento animal, fertilizante e incluso en medicina y uso humano (Moreira et al., 2011).
El género cuenta con mas de 550 especies distribuidas en océanos de todo el mundo a
excepcion del Artico ya sea en el fondo marino o flotando libremente en la superficie
(Suarez et al., 2013).

El sargazo de forma natural se agrupa en formaciones conocidas como balsas o mantos de
sargazo. En estos conglomerados, sin importar su tamario, se pueden encontrar decenas
de especies marinas, estos habitantes encuentran en estas balsas una acumulacién de
alimento, sombra y refugio en el mar (Rooker et al., 2006). Estas balsas arriban de forma
natural a todas las playas tropicales y semitempladas del Atlantico, con variaciones
estacionales originadas por las condiciones atmosféricas y oceanogréficas regionales y
locales (Sissini et al., 2017). Sin embargo, desde hace poco menos de 10 afios se comenzd
a reportar el arribo de sargazo en cantidades cada vez mayores a las observadas
histéricamente en diferentes costas del Atlantico. Los primeros reportes de arribos
extraordinarios de sargazo aparecieron en 2011 en varios puntos del Caribe, Brasil y la
costa este de Asia (Schell et al., 2015). Teniendo como base observaciones previas al 2011
y las cantidades observadas posteriormente, se ha llegado a un panorama claro de los
crecientes aportes de sargazo que circulan en el Atlantico norte y que se transportan desde
la region de recirculacion norecuatorial, el mar Caribe, golfo de México y la regién de
circulacion de la corriente del Golfo (Rodriguez et al., 2016). Si bien el crecimiento
anormal del sargazo en 2015 fue considerable, los reportes del 2018 en todas las costas
del caribe superaron los registros historicos. En el 2015, en el Simposio de los Grandes
Ecosistemas Marinos de Latino América y el Caribe se analiz6 la presencia masiva de
sargazo en las costas de la region del Caribe. Se determind que el arribo esta ligado a
procesos oceadnicos de gran escala cuya dinamica es regida por el fenémeno del cambio
climatico (Rivera et al., 2020).

Debido al gran potencial de este organismo se han hecho varios trabajos de investigacion
derivados al ambito agricola, donde se evalud el efecto de la aplicacion de un extracto de
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Sargassum spp. (no se especifica el tipo de extraccion) en plantas de vid, donde se
demostrd que la aplicacion al suelo y area foliar aumenté el contenido de clorofila en las
hojas. La aplicacion al suelo aumentd la acidez de frutos, mientras que la aplicacion al
suelo y via foliar disminuyo el pH de los mismos (Zermefio et al., 2015). Kumari et al.,
(2013), utilizaron Sargassum johnstonni para mejorar la salud del suelo como
acondicionador y fertilizante en plantas de tomate, donde una mayor concentracion de la
forma granular del alga en el suelo aumenta el contenido de Na, K, Mg, Cay Zn. El suelo
modificado con S. johnstonni tuvo una mayor porosidad y capacidad de retencion de agua.
Las plantas de tomate presentaron un aumento en el crecimiento, con floracion y
fructificacion méas tempranas en comparacién con las plantas de control, ademas se
incrementaron las proteinas en las hojas, y la vitamina C y licopeno en los frutos (Kumari
etal., 2013). Por su parte Vijayanand et al., (2014) observaron la eficiencia bioestimulante
de un extracto acuoso de Sargassum wightii en , Cyamopsis tetragonoloba. El extracto
liquido a baja concentracion (1.5%) mostré un efecto promotor sobre los parametros de
crecimiento y rendimiento. Ademas, se observan respuestas diferenciales en el contenido
de pigmentos fotosintéticos, proteinas, azucares reductores y 4acido ascérbico en
comparacion con las plantulas no tratadas. Tambien se encontr6 que concentraciones méas
altas (arriba de 1.5%) muestran un efecto inhibidor.

Mahmoud et al., (2019), estudiaron la bioestimulacién sobre el crecimiento vegetativo,
rendimiento y algunos valores nutricionales de hojas y raices en plantulas de rabano rojo
mediante la aplicacion de extracto acuoso de Sargassum johnstonni, donde observaron
que al dejar las semillas remojadas en el extracto (3 ml L), ademas de su apercion en el
area foliar (1-3 mL L) se incrementan todas las variables medidas en comparacion a los
tratamientos no tratados. En otro trabajo se estudié el efecto de un extracto acuoso de
Sargassum myriocystum sobre la germinacion, el crecimiento y los componentes
bioguimicos de Vigna mungo. Los autores observaron que la germinacion de las semillas
tratadas a una concentracion de 10% es de un 98%. Las variables como longitud de la raiz,
peso fresco y el peso seco se incrementaron. El extracto mostré una mejor respuesta a
concentraciones bajas, mientras que las concentraciones mas altas mostraron una

tendencia decreciente (Kalaivanan & Venkatesalu, 2012).
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METODOLOGIA

Ubicacidn geografica del area de trabajo

El establecimiento del experimento se llevo a cabo en un invernadero tipo tinel de baja
tecnologia del Departamento de Horticultura, dentro de las instalaciones de la Universidad
Autonoma Agraria Antonio Narro, ubicada en Saltillo, Coahuila, México. En las

coordenadas 23°37” latitud norte y 100°38" longitud oeste con una altitud de 1581 msnm.

Material vegetal

Se utilizaron semillas de tomate del hibrido Cid F1 tipo saladette, de la casa comercial
Harris Moran, con una capacidad germinativa del 99%. El Cid F1 es un hibrido de
crecimiento indeterminado, es una planta muy vigorosa, con buena cobertura de frutos, se

destaca por su firmeza y resistencia al rajado.

Produccion del extracto y el granulado de Sargassum spp.

La macroalga de Sargassum spp. fue obtenida del mar Caribe de México por el proveedor
Baja Kelp. La biomasa de Sargassum spp. fue lavada con abundante agua potable y se
dejo secar al sol por 24 h, posteriormente se secé en horno por 48 h a 60°C. Una vez
obtenida la biomasa, esta fue utilizada directamente para la produccion del granulado y el
extracto acuoso sin ningun otro tratamiento previo.

La biomasa seca fue triturada en un mortero con pistilo, utilizando un tamafio de particula
de 800 um para producir el granulado que se incorporé en el suelo.

La produccion del extracto acuoso se realizd en el Laboratorio y Planta piloto de
Biorrefineria (Universidad Autonoma de Coahuila, Facultad de Ciencias Quimicas). Se
utiliz6 un reactor tipo batch de 500 mL de conduccion-conveccion bajo condiciones no
isotérmicas a 160°C. Para la extraccion se colocaron en el reactor 16 g del granulado de
Sargassum spp. y 400 mL de agua destilada. Se encendio el reactor y al alcanzar la
temperatura de 160°C se detuvo el proceso, apagando el reactor y recirculando agua fria
a través de la chaqueta de enfriamiento del reactor. Una vez enfriado el reactor, el extracto
se almaceno protegido de la luz a 4°C y se utiliz6 inmediatamente para su caracterizacion

0 aplicacion en las plantas.
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Caracterizacion de Sargassum spp. (extracto y granulado)

Para la produccion del extracto acuoso se uso un lote de sargazo diferente al utilizado en
el granulado, por lo que se caracterizé tanto el granulado como el extracto acuoso, asi
como el granulado de sargazo utilizado para producir el extracto.

Para la caracterizacion de los granulados se realiz6 una hidrolisis con &cido trifluoracético
(TFA), para lo cual se pesaron 10 mg de cada una de las macroalgas (particula de 0.5 a 2
mm) y se colocaron en tubos de ensayo con rosca, posteriormente se le agregaron 2 mL
del TFA (2 M). La mezcla se coloco en bafio maria durante 30 minutos, una vez terminado
el tiempo se colocaron en una estufa a 100°C durante 4 horas, durante ese tiempo se agito
cada tubo, una vez terminado el tiempo se sacaron de la estufa y se centrifugaron a 12,000

rpm durante 10 minutos, para obtener solo el sobrenadante y proceder a su caracterizacion.

Proteinas totales

Para la cuantificacion de proteinas del extracto se utilizo el método de Bradford (Bradford,
1976). Se tomaron 100 pL del extracto o estandar (albumina) y se le agregd 1 mL de
reactivo Bradford. Después de 10 minutos, se tomo lectura a una longitud de onda de 595
nm en un espectrofotémetro (Thermo Fisher Scientific G10S UV-Vis). Los resultados se
expresaron en mg g de peso seco (PS).

La cuantificacion de proteinas de los granulados se realizé de manera indirecta midiendo
el nitrégeno total, sometiendo 0.5 g a una digestién con mezcla digestora (sulfato de
potasio, 6xido de mercurio rojo, acido sulfurico y sulfato de cobre) en matraz bola. Se
dejo digerir hasta que la muestra tomara un color verde transparente o verde limon (30
min). Se esper0 a que se enfriara el matraz que contenia la muestra digerida y se destilo
con el equipo Microkjendal, en el cual se adicion6 hidréxido de sodio al 50%,
posteriormente en un vaso de precipitado de 100 mL se colocaron 30 mL de &cido borico
y 4 gotas de indicador mixto (rojo de metileno y verde bromocresol disueltos en alcohol
al 95%), se coloco el vaso en el tubo de destilacion para recibir la muestra hasta llegar a
un volumen de 60 mL. Después de llevar a cabo el destilado se procedié a realizar la

titulacion de la muestra con acido sulfurico al 0.025 N.
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Fenoles totales

La cuantificacion de fenoles totales se realiz6 en base a la metodologia de Yu & Dahlgren,
(2000). Los hidrolizados y el extracto se filtraron con membranas de PVDF de 0.45 um
de tamaio de poro. Se colocaron 20 uLL de muestra (el extracto fue diluido en una relacion
1:10), se adicionaron 120 pL de carbonato de sodio (Na2COz3) al 15%, 30 uL del reactivo
Folin-Ciocalteu y 400 puL de agua destilada, se sometioé a vortex por 30 segundos, se
colocaron las muestras en bafio maria a 50°C por 5 minutos. Se tomaron 280 pL de
muestra de cada uno de los tubos y se colocaron en una placa, la absorbancia se ley6 a una
longitud de onda de 700 nm en lector de placas (TECAN SunriseTM RC Baésico). Se
prepard una curva de calibracion con cido galico. Los resultados se expresaron en mg g°
! de PS.

Carbohidratos totales

La cuantificacion de carbohidratos totales se realiz6 en base a la metodologia de Ludwig
& Goldberg, (1956). Se utilizé el reactivo de antrona (9,10-dihidro-9-oxoantraceno: 1 g
del reactivo con 500 mL de H2SO4 en un frasco &mbar). Se colocaron 250 pL de la muestra
(hidrolizados, extracto) en tubos de ensayo (por triplicado), posteriormente se colocaron
en un bafio de hielo por 5 minutos, se agregaron 500uL de la solucioén de antrona y se
agito la mezcla con vértex.

Después de esto se colocaron los tubos en bafio maria a 80°C por 15 minutos, se enfriaron
en bafio de hielo por 5 minutos, se agité nuevamente la mezcla en vértex y se coloco en
la placa 280 pL de cada tubo. La lectura de las muestras se llevd a cabo en un lector de
placas (TECAN SunriseTM RC Basico). La curva de calibracion fue realizada usando

dextrosa. Los resultados se expresaron en mg g de PS.

Sulfatos

La cuantificacion de sulfatos tanto de los hidrolizados como del extracto se realizo en base
a la metodologia de Dodgson (1961). Se realiz6 una mezcla de gelatina marca Oxoid, 20
mL de agua destilada y 100 mg de cloruro de bario semigelatinoso. Para la lectura de las
muestras se agregaron 50 uL de la muestra, 950 pL de acido tricloroacético al 3% y 250
uL del reactivo gelatina-bario en tubos de 2 mL. La mezcla se agito en vortex durante 30



18

segundos y se dejé reposar de 15-20 minutos. La lectura de absorbancia se realiz6 a una
longitud de onda de 360 nm en un espectrofotometro (Thermo Fisher Scientific G10S UV-
Vis). Se preparé una curva de calibracion con sulfato de sodio. Los resultados se

expresaron en mg g* de PS.

Perfil de monosacéaridos

Para el analisis del perfil de monosacaridos se cuantificé glucosa, galactosa y fucosa
mediante la metodologia de Juarez et al., (2016). Las muestras se filtraron a través de una
membrana de nylon de 0.45 um de diametro de poro. La lectura se realizd6 mediante un
Cromatografo de liquidos (HPLC) marca Agilent 1260 Infinity |1, 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
acido sulfarico 5.0 mM como fase movil, utilizando un caudal de 0.7 mL min™. Los

resultados se expresaron en mg g de PS.

Metales pesados

Las muestras del granulado y del extracto fueron enviadas para su analisis al Laboratorio
de Analisis Quimicos Alimentos y Agua Bio- Indu, S.C. Donde el método de la
cuantificacion se describe en la NOM-117-SSA1-1994 (Método de prueba para la
determinacion de cadmio, arsénico, plomo, estafio, cobre, fierro, zinc y mercurio en
alimentos, agua potable y agua purificada por espectrometria de absorcion atdmica) y en
la NMX-AA-051-SCFI-2016 (método de prueba para la determinacion de metales por
absorcion atdmica en aguas naturales, potables, residuales y residuales tratadas). Los
analisis fueron realizados por el Laboratorio de Analisis Quimicos Alimentos y Aguas
Bio-Indu, S.C.

Prueba de efectividad biologica en plantas de tomate

La prueba se estableci6 en un invernadero tipo capilla del Departamento de Horticultura.
Se utilizaron semillas de tomate (Lycopersicum esculentum) hibrido indeterminado El Cid
de la casa comercial Harris Moran. Las semillas fueron germinadas en charolas con una

mezcla de peat moss y perlita (1:1). Posteriormente se realizo el trasplante en macetas de
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15 L con una mezcla de peat moss y perlita (1:1). Se utilizo la solucién nutritiva Steiner

(Steiner, 1961) con un riego dirigido por goteo. A continuacion, se describen los 8

tratamientos establecidos en la prueba:

1.
2.

Testigo absoluto (TA) (plantas sin ninguna aplicacion).

Extracto de Sargassum spp. (E) (plantas con la aplicacion foliar del extracto
acuoso de Sargassum spp., el cual se aplico cada 10 dias a partir del trasplante a
una dosis de 3 L ha?).

Granulado de Sargassum spp. (G) (plantas con la incorporacién de un 37.5%
[peso/peso] de granulado de Sargassum spp. en el sustrato de la maceta) (Kumari
etal., 2013).

Extracto y granulado (E+G) (plantas con la aplicacion foliar del extracto acuoso
de Sargassum spp. ademas de la incorporacion del 37.5% de granulado de
Sargassum spp. en el suelo de la maceta).

Testigo con salinidad (SAL) (plantas con la aplicacion de 75 mM de NaCl de grado
alimenticio en la solucién nutritiva de riego), dicha aplicacion se inicié a los 20
dias después del trasplante (DDT) y se continué durante todo el ciclo.

Extracto Sargassum spp. + salinidad (E+SAL) (combinacion del tratamiento 2 y
5).

Granulado Sargassum spp. + salinidad (G+SAL) (combinacion del tratamiento 3
y 5).

Extracto y granulado de Sargassum spp. + salinidad (E+G+SAL) (combinacion
del tratamiento 4 y 5).

Se llevo a cabo un disefio completamente al azar, cada tratamiento consistié en 20

repeticiones (1 planta como unidad experimental). Para el anéalisis de datos se realizé un
ANOVA vy prueba de media (Tukey p<0.05) utilizando el software Infostat 2016

(http://www.infostat.com.ar).

Las variables que se analizaron se describen a continuacion.

Evaluacion de variables agronémicas y de rendimiento


http://www.infostat.com.ar/
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La evaluacion de variables agronémicas (altura, namero de hojas, longitud de raiz, peso
fresco y seco de biomasa aérea y de raiz) se realizé a los 169 DDT (cosecha del décimo
racimo).

Para la evaluacion de variables de rendimiento (nimero de frutos por planta y peso de
frutos por planta), la colecta de frutos se realizé de acuerdo con la escala visual USDA
(rojo claro), registrando dichas variables hasta el décimo racimo (USDA, 1975).

Evaluacion de variables bioquimicas
Clorofilas a, b y totales
Se evalud el contenido de clorofila a, b y total en hojas de tomate las etapas de plantula y
floracién. Se tomaron hojas jovenes totalmente extendidas sin dafios, las cuales fueron
colectadas y procesadas inmediatamente. El contenido de clorofilas se determiné por el
método propuesto por Arnen (1949), modificado por Munira et al., (2015). Se pes6 1 g de
hoja fresca, se homogenizd en mortero y se agregaron 5 mL de acetona al 90%. Para
estabilizar y proteger las clorofilas, se agregd una pizca de carbonato de magnesio, de la
mezcla homogenizada se tomaron 2 mL y se puso en un tubo de 2 mL , los tubos se
centrifugaron a 10,000 rpm a 4°C durante 5 minutos, se extrajo el sobrenadante y se
realizaron lecturas en el espectrofotometro a 663 nm para clorofila a, y 645 nm para
clorofila b, introduciendo primeramente un blanco para calibrar el espectrofotometro con
solamente acetona al 90%. El contenido total de clorofila se expresé en mg gt vy se
determiné usando las siguientes formulas:

Clorofila a =(25.38 *4663)+(3.64 x4645)

Clorofila 6 =(30.38 x4645)—(6.58 »4663)

Clorofila tota/ =(18.8 ¥4663)+(34.02 x 4645)

Fenoles totales

La cantidad de fenoles totales se determind de acuerdo con la metodologia de Yu &
Dahlgren, (2000), con algunas modificaciones. Se pesaron 200 mg de tejido liofilizado y
se agregd 1 mL de agua:acetona (1:1), se mezclé con un pulso de vortex por 30 segundos,
posterior a eso se sonico durante 5 minutos. Se centrifugd a 12,500 rpm por 10 min a 4°C.

Se extrajo el sobrenadante (en caso de ser necesario se realiz6 una dilucién en una
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proporcidn 1:2 con solucion agua: acetona). A continuacion, se tomaron 50 pL del extracto
y se agregaron 200 uL de reactivo Folin-Ciocalteu, enseguida se afiadieron 500 uL de
Na>COz al 20%, se adicionaron 5 mL de agua destilada y se mezclé con un pulso en el
vortex. Finalmente se sometié a bafio maria durante 30 min a 45°C. Se ley0 a una
absorbancia de 750 nm en un espectrofotometro UV-Vis (Thermo Scientific Modelo
G10S, Waltham, MA, EE. UU.). Se utilizé una curva de calibracion con acido galico, los

resultados se expresaron en mg g* PS.

Actividad catalasa

Para el extracto enzimético se pesaron 100 mg de muestra liofilizada y se agregaron 10
mg de polivinil pirrolidona y 1.5 mL de buffer de fosfatos pH 7-7.2 (0.1 M), la mezcla se
agito, se sonico por 5 miny se centrifug6 a 12,500 rpm por 10 min a 4°C. El sobrenadante
se colecto y se filtro6 con membrana de nylon de 0.45 pm de diametro de poro. La actividad
catalasa (EC 1.11.1.6) se midi6 por el método establecié por Cansev et al., (2011). Se
agregaron 50 pL del extracto enzimatico y 2 mL de peroxido de hidrégeno H20 (100
mM), se registro la absorbancia a una longitud de onda de 270 nm en un espectrofotometro
(Thermo Fisher Scientific, modelo G10S, MA, USA). Se realiz6 una curva de calibracion
con H20;, los resultados se expresaron en unidades por gramos de proteina total (U g*

PT), donde U equivale a los mM de H20> consumidos por mililitro por minuto.

Evaluacion de variables de calidad de fruto

Las variables relacionadas a la calidad de fruto (didmetro polar, diametro ecuatorial,
firmeza, vitamina C, pH, solidos solubles totales, acidez titulable y licopeno) se llevaron
a cabo en frutos del tercer y quinto racimo. Los frutos se colectaron cuando presentaron
un color rojo claro (de acuerdo con la escala visual USDA) (USDA, 1975). Se evaluaron
un total de 10 frutos por tratamiento, sanos, libres de heridas y defectos visuales.

El potencial de hidrogeno (pH) se determind utilizando un potenciometro digital
(HANNA®), los sélidos solubles (°Brix) se midieron con un refractémetro digital PR-
101ATAGO PALETTE, el didmetro polar y ecuatorial se midieron mediante la ayuda de
un vernier, el porcentaje de acidez titulable se determiné de acuerdo a la metodologia de
(AOAC, 1990), se expresaron los datos como porcentaje de acido citrico. El contenido de
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vitamina C se determind por el método de titulacion con 2,6 diclorofenolindofenol
(Padayatt et al., 2001). Se pesaron 10 g de fruto fresco y se maceraron en un mortero con
10 mL de HCI al 2%, después se filtro a través de una gasa absorbente estéril sobre un
matraz de aforacién de 100 mL. Se tomd una alicuota de 10 mL y se titulé con 2,6
diclorofenolindofenol hasta obtener una coloracidn rosécea persistente. Para la firmeza de
los frutos se utilizd un penetrometro manual (Wagner Instruments, modelo FDK 20,
Greenwich, CT, EE. USA.), perforando la parte intermedia del fruto, los resultados se
expresaron en kg cm™. La cuantificacion de licopeno se realizé de acuerdo a la técnica
reportada por Bunghez et al., (2011). Se pesaron 100 mg del tejido seco del fruto de tomate
ya triturado de cada tratamiento con su respetiva repeticion y se colocé en tubos de 2 mL,
se agregaron 1.5 mL de hexano a cada tubo, se agitaron en vortex (GENIE 1 Tocuh Mixer
Modelo SI1-0136) por 20 seg, luego se sonicaron mediante el uso del sonicador por 10 min
y se centrifugaron a 12,000 rpm. El extracto se filtr6 mediante membranas de PVDF de
0.45 um de didmetro de poro. La lectura de absorbancia se realizé a una longitud de onda
de 472 nm en un espectrofotometro (Thermo Fisher Scientific G10S UV-Vis). La
concentracion fue obtenida mediante la curva de calibracion previamente trazada con

estandar de licopeno.



23

RESULTADOS Y DISCUSIONES

Caracterizacion de Sargassum spp.

Los resultados de la caracterizacion del granulado, la biomasa pulverizada (utilizada para
producir el extracto) y el extracto acuoso de la macroalga parda Sargassum spp. se
muestran en el Cuadro 1y 2.

Se encontraron diferencias significativas en todas las determinaciones realizadas para la
caracterizacion de las tres muestras medidas. En el caso de Sargassum spp. pulverizado
utilizado para el tratamiento del granulado presentd los valores més altos en fenoles totales
(265.9 mg g1), carbohidratos totales (291.3 mg g1), sulfatos (137.5 mg g%) y glucosa
(209.1 mg g). Sin embargo, Sargassum spp. pulverizado utilizado para producir el
extracto presentd los més altos en proteinas totales (83.4 mg g?), galactosa (43.4 mg g1)
y fucosa (44 mg g). Mientras que el extracto acuoso de Sargassum spp. presenté valores
mas bajos en la mayoria de las determinaciones. Cabe mencionar que el Sargassum spp.
pulverizado utilizado para el tratamiento del granulado y el Sargassum spp. pulverizado
utilizado para producir el extracto pertenecian a lotes diferentes proporcionados por el
proveedor. Cruz et al., (2000) mencionan que la composicion quimica de cada alga varia
considerablemente en funcidn de su localizacion geogréfica, estaciones del afio, nivel del
mar y depredadores. Es por ello que antes de su uso sea caracterizado para su utilizacion.
El contenido de proteinas fue similar a lo reportado por Matanjun et al., (2009), donde en
Sargassum polycystum obtuvieron un valor de 5.40% de proteina. El contenido de
proteinas en el alga pulverizada utilizada para el extracto fue de 83.4 mg g y el contenido
en el extracto fue de 51.1 mg g*. Esta diferencia pudiera sugerir que por el tratamiento
hidrotérmico hubo desnaturalizacion de algunas proteinas produciendo péptidos y
aminoacidos libres. Estos Gltimos pueden influir directa o indirectamente en las
actividades fisioldgicas del crecimiento y desarrollo de las plantas, ya que la aplicacion
exogena de aminoacidos modula el crecimiento y rendimiento en plantas y la calidad en
frutos (Abd El-Aal et al., 2010; Shiraishi et al., 2010).

El contenido de fenoles totales fue mayor que lo reportado por Le et al., (2008), ya que
los autores contabilizaron de 5.30% de fenoles totales en el alga S. muticum. Se sabe que
el género Sargassum produce compuestos fendlicos de alto peso molecular, entre 5000 a
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14,000 Da, que muestran actividades bioldgicas como antiincrustantes, antiproliferativo,
antiangiogénico y antioxidante (Puspita et al., 2017). Los compuestos fenolicos derivados
de macroalgas pueden jugar un papel potencial en el incremento de la productividad
agricola (Rengasamy et al., 2014).

El contenido de carbohidratos totales fue menor que lo reportado por Matanjun et al.,
(2009), donde obtuvieron 33.49% de carbohidratos totales en S. polycystum. Por otra
parte, Di Filippo et al., (2018) caracterizo a S. horridum, donde report6 50.64g 100g™ de
peso seco de carbohidratos totales.

Cernadas et al., (2019) caracterizaron los sulfatos en el alga parda Himanthalia elongata
reportando 3.60 g/100g, lo cual es un valore similar a lo encontrado en el pulverizado
utilizado para el extracto. Estudios demuestran que la cantidad de sulfatos y polisacaridos
encontrados en las algas pardas promueven el crecimiento de los cultivos y mejoran la
resistencia de las plantas al estrés abidtico, disminuyendo la peroxidacion de lipidos de la
membrana, aumentando el contenido de clorofila, mejorando la actividad antioxidante y
coordinando la salida y la compartimentacion de iones intracelulares (Zou et al., 2019).
del Rio et al., (2019) estudiaron el pretratamiento hidrotérmico en biomasa de Sargassum
spp. bajo diferentes condiciones no isotérmicas obteniendo 0.07, 0.06 y 0.87 g/L de
glucosa, galactosa y fucosa respectivamente. Las macroalgas pardas estan compuestas
principalmente por fucosa, galactosa, manosa, glucosa, xilosa y acidos uronicos (Ale &
Meyer, 2013). Los polisacaridos estdn compuestos por monosacaridos y estos al ser
extraidos de macroalgas son capaces de mejorar la respuesta frente al estrés en plantas
(Wang et al., 2012).
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Cuadro 1. Caracterizacion de fisicoquimica de Sargassum spp. pulverizado y en el

extracto acuoso.

Alga pulverizada Alga pulverizada

Componentes (granulado) (extracto) Extracto acuoso
Proteinas totales (mg g-1) 43.4+0.39 c 83.4+£0.39 a 51.143.6 b
Fenoles totales (mg g-1) 265.9+0.09 a 223.1+0.09 b 132.445.72 ¢
Carbohidratos totales (mg g-')  291.3+0.12a  215.1+2.04b  19.58+4.21c
Sulfatos (mg g-) 1375+15a 49.3+0.39 b 0.04+0.0 ¢
Glucosa (mg g-1) 209.1+0.021 a 104+0.96 b 7.34+4.0c
Galactosa (mg g-%) 38.2+0.26 b 43.4+0.39 a 4.76+0.00 ¢
Fucosa (mg g-1) 44+0.16b 67.7+0.69 a 7.48+0.21c

i =Medias con la misma letra por columna son estadisticamente iguales de acuerdo con Tukey (a< 0.05).

En el Cuadro 2 se presentan los resultados del analisis de metales pesados en el alga
pulverizada para el granulado y el extracto acuoso de Sargassum spp.

En los valores reportados en el granulado y el extracto, el Cu, Ni, Zn, Cd, Cr, Pby Hg se
encuentran dentro del rango permisible (Olivares et al., 2013; Kabata & Pendias, 1992).
Sin embargo, el contenido de As en el granulado sobrepasa el valor para uso agricola (22
mg kg™?) en cuanto al extracto liquido, esta dentro de las concentraciones de referencia
para contaminantes solubles (0.5 mg kgt) segiin la NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004.
Las algas marinas son una fuente importante de nutrientes para humanos y plantas, sin
embargo, también representan un riesgo ya que pueden acumular altos niveles de
elementos no esenciales del medio marino reconocidos por su alta toxicidad como el
arsénico entre otros (Garcia et al., 2014). Las especies de Phaeophyta (algas pardas)
presentan concentraciones mas altas de As y las de Chlorophyta las més bajas. El
contenido total de arsénico en las 10 principales especies de Phaeophyta supera los 100
mg kg* PS.

El término biosorcidn se utiliza en relacion a la captacion de metales que lleva a cabo una
biomasa viva o0 muerta, a traves de mecanismos fisicoquimicos como la adsorcion o el
intercambio idnico. La efectividad de las algas para adsorber cationes metalicos pesados

se debe a la presencia de grupos funcionales con elevada densidad electrénica como los
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alginatos y fucoidanos. Siendo los alginatos los mayoritariamente responsables de la
biosorcion (Cuizano & Navarro, 2008).

Los factores por los cuales las algas estén captando estos componentes pueden ser
variados, una posible respuesta es el deterioro en los ecosistemas marinos tanto por
factores naturales como antropogénicos, entre los que se encuentran una excesiva
sedimentacion, las anomalias climéticas, la acumulacion de contaminantes y basura, la
sobreexplotacion de los recursos y el vertimiento continuo de desechos domesticos e
industriales (Argumedo & Viloria, 2015).

Cuadro 2. Analisis de metales pesados en la biomasa pulverizada (granulado) y extracto

acuoso de Sargassum spp.

Alga pulverizada

Anélisis (granulado) Extracto acuoso

(mg kg?) (mg L)
Cobre (Cu) <4.47 <0.231
Niquel (Ni) <16.77 <0.866
Zinc (Zn) 17.04 <0.208
Cadmio (Cd) 0.50 <0.014
Cromo (Cr) <5.42 <0.280
Plomo (Pb) 4.30 <0.170
Mercurio (Hg) <0.02 0.0061
Arsénico (As) 44.76 0.332

Evaluacion de variables agronémicas

En el Cuadro 3 se muestran las variables asociadas al crecimiento y desarrollo de la planta.
Todas las variables medidas presentaron diferencias estadisticas, con excepcion de
longitud de raiz. En la altura de planta, de acuerdo a la prueba de medias Tukey (a< 0.05)
se muestra una tendencia en las plantas donde se aplicé el granulado, especificamente en
aquellas que fueron afectadas por la salinidad; teniendo un incremento del 11% en el
tratamiento G+SAL respecto al tratamiento de salinidad (SAL). En el nimero de hojas el
tratamiento E present6 un incremento del 11.71% sobre el TA. En la biomasa fresca aérea
se muestra una tendencia en los tratamientos donde se utilizé el granulado, tanto en las
plantas que fueron afectadas por salinidad como las que no; aumentando un 15.40% en el
tratamiento G sobre el TA y un 20% en el tratamiento G+SAL comparado con el
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tratamiento SAL. Con respecto a la biomasa fresca de la raiz, en las plantas que fueron
afectadas por la salinidad, se presentaron diferencias en los tratamientos donde se aplico
tanto el granulado como el extracto y la combinacion de ambos, siendo en el tratamiento
G+SAL donde se presentaron resultados superiores del 274.17%, seguido de E+G+SAL
con un incremento del 170.24%, y el tratamiento E+SAL con un incremento del 143.10%
sobre el tratamiento SAL. En la biomasa seca aérea hubo una marcada diferencia en los
tratamientos con salinidad contra lo que no tuvieron el estrés, sin embargo, los diferentes
tratamientos donde se aplicO Sargassum spp. no presentaron diferencias significativas
respecto a los tratamientos TA y SAL. En la biomasa seca radicular, los tratamientos
G+SAL y E+G+SAL se incrementaron en comparacion al tratamiento SAL en 246.15%
y 155.38% respectivamente.

El tomate como fruto de alto consumo, necesita ciertos factores para su desarrollo; en
algunas condiciones ambientales, el cultivo sufre un decrecimiento y pierde rendimiento
cuando la conductividad electrica esta por encima de los 2.5 a 4 dS m-t, afectando
negativamente toda la planta, ya que las hojas disminuyen su nimero y el area foliar se
reduce registrando asi un menor peso fresco (Zhang et al., 2016). Los beneficios de las
aplicaciones de algas marinas en el campo agricola son numerosos y diversos, como la
resistencia a condiciones salinas, mejorando la absorcién de agua y nutrientes,
aumentando la salud y el crecimiento de las plantas. Dando asi la oportunidad para sus
posibles aplicaciones como acondicionador de suelo, biofertilizante y bioestimulante
(Nabti et al., 2017).

Uribe et al., (2018) evaluaron el efecto de la aplicacion de harina seca de alga marina
(Sargassum vulgare) sobre un suelo pobre y el crecimiento de plantas de cilantro. Los
resultados de longitud de cilantro indican que desde el punto de vista productivo los
mejores efectos en su desarrollo son generados a partir de la aplicacién de 6 a 9 g de
harina. Lucini et al., (2015) muestran que los hidrolizados de proteinas usados como
bioestimulantes, son capaces de aumentar el rendimiento en fresco y la biomasa seca de
la raiz en plantas de lechuga en condiciones de salinidad. Esto se asocia con una mejora
del metabolismo vegetal, mitigacion del estrés oxidativo, aumento de osmolitos y cambios

en la composicion de esteroles y terpenos.
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Las algas contienen componentes como macro y microelementos, aminoacidos,
vitaminas, citoquininas, auxinas y sustancias similares al acido abscisico (ABA), las
cuales afectan el metabolismo celular de las plantas, incrementando de manera positiva
aspectos como su altura y numero de hojas (Crouch & Van, 1992). En particular las algas
rojas y marrones, contienen polisacaridos complejos que no suelen contener las plantas
terrestres; algunos ejemplos de estos polisacaridos son laminaran, fucoidan y alginato, los
cuales podemos encontrar en algas pardas como Ascophillum nodosum, Fucus vesiculosus
y Saccharina longicruris (Painter, 1983) Lane et al., 2006). Estudios realizados por
Lapshina et al., (2006) Muestra el efecto del fucoidan del alga marrén Fucus evanescens
sobre la propagacion de la infeccion inducida por el virus del mosaico del tabaco; se indica
que la actividad antiviral del fucoidan (1 mg/ml) fue méas pronunciada al ser inoculada en
las hojas al mismo tiempo que el virus del mosaico del tabaco (2 pg/ml), disminuyendo el
namero de lesiones en mas de un 90% en comparacion con las hojas inoculadas solo con
el virus. De igual forma se ha demostrado que la laminarina, estimula las respuestas de
defensa natural en las plantas y es implicado en la induccién de genes que codifican
diversas proteinas relacionadas con la patogenia con propiedades antimicrobianas (Fritig
etal., 1998). En cuanto a los alginatos, estos se han utilizado como sustancias promotoras
del crecimiento en su forma despolimerizada para varias plantas, logrando aumentar
significativamente el crecimiento, la fotosintesis, las actividades fisioldgicas y la
produccién de alcaloides (Idrees et al., 2011).

Algunos estudios indican que los concentrados de algas marinas contienen sustancias a
base de reguladores de crecimiento. Llegando a detectar citoquininas tanto en alga marina
fresca como procesada, en algunas formulaciones de algas marinas las citoquininas llegan
a presentarse como trans-zeatina, trans-zeatina ribosido y dihidro derivado de estas dos
formas; ademas son ricas en auxinas y en algunos componentes similares (Khan et al.,
2009). Las citoquininas juegan un rol importante en el crecimiento y desarrollo de la
planta, resultando su actividad en la morfogénesis y en el metabolismo (Hirose et al.,
2008). Algunos estudios derivados a diferentes especies de plantas florales, han
demostrado que las citoquininas favorecen todos los procesos asociados al crecimiento y
al desarrollo, disminuyendo la pérdida de pigmentos fotosintéticos y de proteinas al

modificar positivamente las actividades de las enzimas relacionadas con el estrés
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oxidativo, ademas se ha demostrado que genera un aumento en el tamafio de las hojas

debido a la elongacidn celular (Tsui et al., 1980).

Cuadro 3. Variables agronomicas en plantas de tomate bajo estrés por salinidad y tratadas

con el extracto acuoso y granulado de Sargassum spp.

AP LR BFA BFR BSA BSR
Tratamiento (m planta!) (cm planta™) NH (g planta?) (g planta®) (g planta®) (g planta®)

TA 2.98a 31.40a 35.00bcd 1042.60bc 229.80ab 235.60ab 36.60a

E 3.11a 31.00 a 39.10a 1061.40ab 200.20bc 230.40ab 33.60a

G 3.05a 22.00a  36.70abc 1203.20a 217.80abc 261.50a  30.60 ab

E+G 2.93 ab 22.80a  37.00ab 1183.30ab 179.80bc 248.20a 28.20ab
SAL 2.45d 23.00a 33.00d 750.40e  91.40c  261.50c  13.00b
E+SAL 2.56 cd 2420 a 33.80d 803.00de 222.20ab 180.40c  30.00 ab

G+SAL 2.74 he 25.00 a 3430cd 90050cd 342.00a 181.80c  45.00a

E+G+SAL 256 cd 29.00a 35.40  841.80de 247.00ab 195.00 bc  33.20

1 = Medias con la misma letra por columna son estadisticamente iguales de acuerdo con Tukey (o< 0.05).
Altura de la planta (AP), longitud de raiz (LR), numero de hojas (NH), biomasa fresca aérea (BFA), biomasa
fresca raiz, (BFR), biomasa seca aérea (BSA), biomasa seca de raiz (BSR). TA: testigo absoluto, E: plantas
con la aplicacion del extracto de Sargassum spp., G: plantas con la incorporacion de granulado de Sargassum
spp., E+G: plantas con la aplicacion del extracto y granulado de Sargassum spp., SAL: plantas con salinidad,
E+SAL: plantas con la aplicacién del extracto de Sargassum spp. y con salinidad, G+SAL.: plantas con la
incorporacion de granulado de Sargassum spp. y con salinidad, E+G+SAL.: plantas con la aplicacion del
extracto y granulado de Sargassum spp. y con salinidad.

Evaluacion de variables relacionadas con el rendimiento

En las Figuras 3 y 4 se reportan los resultados relacionados con el rendimiento. De
acuerdo con la prueba de medias de Tukey (a< 0.05), se observa un aumento en el nimero
de frutos en las plantas donde se aplicaron los diferentes tratamientos con Sargassum spp.
con o sin salinidad. En el caso de los tratamientos E, G y E+G presentaron un aumento
respecto a las plantas del tratamiento TA, con incrementos del 29.23%, 14.35% Yy 12.97%
respectivamente. Mientras que los tratamientos E+SAL, G+SAL y E+G+SAL presentaron
valores superiores con respecto al tratamiento SAL, con incrementos del 22.67%, 13.38%
y 16.19% respectivamente. Cabe mencionar que las plantas con salinidad y que recibieron
la aplicacion de Sargassum spp. tuvieron valores similares a las plantas del testigo
absoluto (TA).
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La salinidad de los suelos constituye una limitante para la agricultura, debido a que el
tomate es una especie glicofita, medianamente sensible al exceso de sal en el suelo, genera
una disminucion en el rendimiento; ya que el aumento de Na+ en el suelo en el cual se
desarrollan las plantas da lugar a una reduccion K+ y Ca2* en el tejido vegetal (Saldafa et
al., 2017).

Un estudio sobre el efecto de Kappaphycus alvarezii aplicado de manera foliar en el
crecimiento y el rendimiento del tomate a campo abierto, aumenté el rendimiento en un
60.89% en comparacion con las plantas control, lo cual se atribuye a un aumento en el
tamarfo y numero de frutos por planta (Zodape et al., 2011).

Estudios realizados por Chouliaras et al., (2009) Se investigo el efecto de un extracto de
algas aplicado via foliar (0.5% v/v), ademas de la aplicacion de N al suelo (500 g
Nh4NO3) y B (150 g de bdrax), sobre parametros de productividad y calidad del aceite de
oliva en un cultivo de aceitunas griego. Se observa que la aplicacién adicional de el
extracto de algas en comparacién a tratamiento que solo incluyeron el N y B, existe un
aumento en la productividad tanto en namero de frutos de aceitunas como el contenido de
aceite. Finalmente, la aplicacién adicional del extracto incrementd el contenido de K, Fe
y Cu en las hojas del olivo, elementos importantes en el crecimiento y desarrollo de las
plantas ya que participan en diferentes procesos bioquimicos y fisioldgicos.

Un estudio para mejorar el rendimiento de dos cultivares de frijol mediante la aplicacion
de extracto de algas (Ecklonia maxima), observa un aumento en el rendimiento en aquellos
tratamientos donde fue utilizado el extracto en comparacién con el control. El estudio
indica que el extracto acuoso elaborado a partir de E. maxima contenia citoquininas,
auxinas, poliaminas, giberelinas, brasinoesteroides, florotaninos y bajas concentraciones
de acido abscisico, lo cual contribuye a mejorar el crecimiento, produccién y la resistencia

a patdgenos de plantas agricolas y horticolas (Kocira et al., 2018).



31

Figura 3. Numero de frutos en plantas de tomate bajo estrés por salinidad y tratadas con

el extracto acuoso y granulado de Sargassum spp.
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1 = Medias con la misma letra son estadisticamente iguales de acuerdo con Tukey (o< 0.05). TA: testigo
absoluto, E: plantas con la aplicacion del extracto de Sargassum spp., G: plantas con la incorporacion de
granulado de Sargassum spp., E+G: plantas con la aplicacion del extracto y granulado de Sargassum spp.,
SAL: plantas con salinidad, E+SAL.: plantas con la aplicacion del extracto de Sargassum spp. y con
salinidad, G+SAL.: plantas con la incorporacion de granulado de Sargassum spp. y con salinidad,
E+G+SAL.: plantas con la aplicacién del extracto y granulado de Sargassum spp. y con salinidad.

En la Figura 4 se presenta el peso total de frutos por planta. Los resultados muestran una
tendencia a favor de aquellos tratamientos donde se les aplic6 Sargassum spp. en
comparacion a los que no. En el caso de los tratamientos E, G y E+G presentaron un
aumento respecto a las plantas del tratamiento TA, con incrementos del 36.57%, 30.02%
y 30.65% respectivamente. Mientras que los tratamientos E+SAL, G+SAL y E+G+SAL
presentaron valores superiores con respecto al tratamiento SAL, con incrementos del
52.56%, 32.90% y 36.32% respectivamente.

Productos derivados de Ascophillum nodosum aplicados a cultivos de tomate muestran un
aumento en el rendimiento de un 8 a un 26% en comparacion a cultivos tratados de forma
tradicional (Norrie, 2016). Un estudio realizado por Kumari et al., (2013) con Sargassum
johnstonni aplicado al suelo obtuvo mejores resultados en comparacion a una fertilizacién
organica al mejorar la productividad del cultivo. Diaz & Rodriguez, (2016) evaluaron la
aplicacion de bioestimulantes sobre el desarrollo y productividad en plantas de guayaba.
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La aplicacion de bioestimulantes ejercid un efecto positivo en el rendimiento, con
incrementos de 19 a 38% comparado con el testigo.

El crecimiento y la maduracion de frutos estan controlados por mdltiples fitohormonas,
no esta claro como interactGan entre si para control estos procesos a nivel molecular.
Algunos estudios indican que en las primeras etapas del desarrollo del fruto Fragaria
vesca, fitohormonas como las auxinas logran aumentar tanto el didmetro polar como
ecuatorial de los frutos, mientras que las giberelinas (acido giberélico) promueven su
alargamiento longitudinal. En este caso las auxinas promueven la biosintesis de acido
giberélico y la sefializacion mediante la activacion de genes biosintéticos (Liao et al.,
2018).

Figura 4. Peso total de frutos en plantas de tomate bajo estrés por salinidad y tratadas con

el extracto acuoso y granulado de Sargassum spp.
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1 = Medias con la misma letra son estadisticamente iguales de acuerdo con Tukey (o< 0.05). TA: testigo
absoluto, E: plantas con la aplicacion del extracto de Sargassum spp., G: plantas con la incorporacion de
granulado de Sargassum spp., E+G: plantas con la aplicacion del extracto y granulado de Sargassum spp.,
SAL: plantas con salinidad, E+SAL: plantas con la aplicacion del extracto de Sargassum spp. y con
salinidad, G+SAL: plantas con la incorporaciéon de granulado de Sargassum spp. y con salinidad,
E+G+SAL.: plantas con la aplicacidn del extracto y granulado de Sargassum spp. y con salinidad.
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Evaluacion de variables bioquimicas de la planta

En la Tabla 4 se muestran los resultados de la cuantificacion de clorofila a, b, total y la
relacién a/b en hojas de tomate, en las etapas de plantula y floracion. Se observa una
tendencia clara en el tratamiento con la aplicacion del extracto, ya que la clorofila a en la
etapa de plantula se incrementd un 89.44% respecto al tratamiento TA, ademas la clorofila
total en el mismo tratamiento se incrementd un 87.15% respecto a TA. En la relacion
clorofila a/b no se presentaron diferencias entre tratamientos en la etapa de plantula, sin
embargo, en la etapa de floracion se presenté un decremento del 26.35% en el tratamiento
E+SAL respecto al tratamiento SAL. El aumento en la relacion de clorofila a / b est4
asociado con un cambio en la composicion de los pigmentos del aparato fotosintético
hacia un cloroplasto de tipo solar, que tiene menos proteinas captadoras de luz de clorofila
(Camejo et al., 2005).

Estudios realizados con un bioestimulante derivado de Ascophyllum nodosum a una
concentracion del 2% se increment6 en un 11% y 27% la tasa fotosintética en plantas de
fresa cultivadas en sustratos inducidos a clorosis férrica (Spinelli et al., 2010).

Shehata et al., (2011) mencionan que al aplicar de forma foliar un extracto de alga en
plantas de apio, se incremento la altura de planta, la biomasa seca y fresca, clorofila total
y contenido de P y K de las hojas.

En plantas de tomate asperjadas con bioestimulantes a base de extractos de algas marinas
(Acadian 0.5%, Bio algeen S-90 0.5% y Lambiar 10S 0.3%) se incrementd el contenido
de clorofila a, b, total y carotenoides (Mikiciuk et al., 2014).
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Cuadro 4. Clorofila en plantas de tomate bajo estrés por salinidad y tratadas con el
extracto acuoso y granulado de Sargassum spp.

Clorofila (mg g PF)

Plantula Floracion
Tratamiento a B Total a/b A b Total a/b
TA 597 cde 1.23ab 7.16cde 9.28a| 17.95pc 4.77b 26.46ab 4.78 a-c
E 1131a 217a 1340a 6.16a| 22535 7.26a 29.61a 3.82c
G 8.11bc 21la 10.16abc 3.92a|1923apc 3:30b 21.14c 543a

E+G 515de 122ab 577de 4.19a| 1754pc 3.09b 19.37c 5.27ab
SAL 7.53bcd 1.85ab 9.33bcd 4.21a|18.85abc 341lb 22.15bc 554a
E+SAL 9.64ab 1.77ab 11.20ab 9.19a| 21.84ap 460b 22.01bc 4.08bc
G+SAL |6.03cde 157ab 7.56cde 3.87a|18.77abc 3.39b 22.05bc 5.52a

E+G+SAL | 3.73e 0.85b 455e 4.47a| 1638c 3.54b 2265bc 543a

1 = Medias con la misma letra por columna son estadisticamente iguales de acuerdo con Tukey (o< 0.05).
Clorofila a (a), clorofila b (b), clorofila Total (Total), relacién clorofila a/b (a/b). TA: testigo absoluto, E:
plantas con la aplicacion del extracto de Sargassum spp., G: plantas con la incorporacién de granulado de
Sargassum spp., E+G: plantas con la aplicacion del extracto y granulado de Sargassum spp., SAL: plantas
con salinidad, E+SAL: plantas con la aplicacion del extracto de Sargassum spp. y con salinidad, G+SAL:
plantas con la incorporacién de granulado de Sargassum spp. y con salinidad, E+G+SAL.: plantas con la
aplicacion del extracto y granulado de Sargassum spp. y con salinidad.

La cuantificacion de fenoles totales en hojas en etapa de plantula y floracion puede
observase en la Figura 5. En la etapa de plantula no se observaron diferencias
significativas entre tratamientos, sin embargo, en la etapa de floracidén se observa una
disminucion de estos compuestos en el tratamiento G+SAL del 22.51% con respecto al
tratamiento SAL.

Un estudio realizado por Caruso et al., (2019) sobre Diplotaxis tenuifolia donde evaluaron
los efectos de dos bioestimulantes vegetales se incrementd el contenido de fenoles y acido
ascorbico en comparacion al control.

Rouphael et al., (2018) evaluaron la productividad de los cultivos y los compuestos
bioactivos del cultivo espinaca en respuesta a la aplicacion foliar de tres bioestimulantes
(hidrolizado de proteinas derivadas de leguminosas, extracto de algas Ecklonia maximay
una mezcla de aceites vegetales, hiervas y extracto de alga Ascophyllum nodoasum). Los
tres tratamientos provocaron un aumento de compuestos bioactivos (fenoles totales y

acido ascorbico).
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EL Arroussi et al., (2018) indican que el potencial de exopolisacaridos de Dunaliella salin
logra atenuar el efecto del estrés salino en el crecimiento de Solanum lycopersicum, donde
se aumento el contenido de prolinay compuestos fenolicos provocados por el estrés salino,
y se disminuyeron con el tratamiento con exopolisacaridos, destacando la posibilidad de
su uso como bioestimulantes del crecimiento vegetal en condiciones ambientales
adversas.

Los compuestos fenolicos forman parte de los metabolitos secundarios, con al menos un
anillo aromatico que contiene uno o mas grupos hidroxilos. Estos suelen aparecer como
compuestos derivados de reacciones de condensacion y adiccién, dando lugar a una gran
variedad de compuestos quimicos en las plantas (Harborne, 1989). Su importancia radica
en gue producen soporte mecanico a la planta, contribuyen en la coloracion de las flores
y frutos, protegen contra patdgenos y tienen gran efectividad protegiendo los tejidos frente
al estrés biotico (Strack, 1997). Sustancias como la fitoalexinas producto del metabolismo
secundario y la mayoria derivado de los compuestos fendlicos, son compuestos toxicos de
bajo peso molecular, que no se encuentran en los tejidos sanos, sino que se forman cuando
el tejido sufre algan tipo de dafio, y que se acumulan a los lugares préximos a la infeccion,
contribuyendo a la limitacion del desarrollo del patdgeno (Maestro et al., 1993). Los
compuestos fendlicos acttan a nivel fisioldgico, ejerciendo una funcion de sefializacion
celular en condiciones de estrés, estos antioxidantes actlan conjuntamente para

detoxificar los niveles de especies reactivas del oxigeno (Apel & Hirt, 2004).
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Figura 5. Fenoles totales en plantas de tomate bajo estrés por salinidad y tratadas con el

extracto acuoso y granulado de Sargassum spp.
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1 = Medias con la misma letra por color son estadisticamente iguales de acuerdo con Tukey (o< 0.05). TA:
testigo absoluto, E: plantas con la aplicacion del extracto de Sargassum spp., G: plantas con la incorporacion
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salinidad, G+SAL.: plantas con la incorporacion de granulado de Sargassum spp. y con salinidad,
E+G+SAL.: plantas con la aplicacién del extracto y granulado de Sargassum spp. y con salinidad.
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Los resultados de la actividad catalasa se observa en la Figura 6. Esta se analiz6 en las
etapas fenologicas de plantula y floracion. En la etapa de plantula se observa una
disminucion del 84.28% en el tratamiento E+G+SAL en comparacion al tratamiento SAL,
al igual que en el tratamiento E+SAL, donde se disminuy6 71.80% respecto al tratamiento
SAL. Sin embargo, en la etapa de floracion no se observan diferencias significativas.
Esta enzima tiene una funcion doble en las plantas: a bajas concentraciones actlia como
molécula sefializadora implicada en procesos de respuesta ante el estrés biotico y abiotico;
y en altas concentraciones, activa los procesos de muerte celular programada (G. Singh &
Tuteja, 2010).

Un estudio realizado por EL Arroussi et al., (2018) sefiala que el potencial de
exopolisacaridos de Dunaliella salina para atenuar el efecto del estrés salino en Solanum

lycopersicum, dio como resultado una disminucion en la actividad de enzimas
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antioxidantes (catalasa, peroxidasa, superéxido dismutasa) después de la aplicacion de

exopolisacaridos en plantas con salinidad.

Figura 6. Actividad catalasa en plantas de tomate bajo estrés por salinidad y tratadas con

el extracto acuoso y granulado de Sargassum spp.
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i =Medias con la misma letra por color son estadisticamente iguales de acuerdo con Tukey (a< 0.05). TA:
testigo absoluto, E: plantas con la aplicacion del extracto de Sargassum spp., G: plantas con la incorporacion
de granulado de Sargassum spp., E+G: plantas con la aplicacion del extracto y granulado de Sargassum
spp., SAL: plantas con salinidad, E+SAL.: plantas con la aplicacion del extracto de Sargassum spp. y con
salinidad, G+SAL.: plantas con la incorporacion de granulado de Sargassum spp. y con salinidad,
E+G+SAL.: plantas con la aplicacién del extracto y granulado de Sargassum spp. y con salinidad.

La determinacion de proteinas totales en la etapa de plantula y floracion se presenta en la
Figura 7. Se observa una tendencia donde el tratamiento E+G+SAL presenté la mayor
cantidad de proteinas totales. Sin embargo, solo en la etapa de plantula se presentan
diferencias significativas, donde el tratamiento E+G+SAL increment6 en un 129.01%
respecto al tratamiento SAL.

Las proteinas son polimeros de aminoacidos que participan en el desarrollo de tejidos
vegetales. En su forma enzimatica, participan en procesos de divisién celular, transporte
de membranas, catélisis de reacciones bioquimicas, procesos de fotosintesis y respiracion,

sintesis de azUcares, almidones y otros compuestos. En condiciones de estrés, el aporte de



38

aminoacidos ayudan a mantener el volumen celular, actuando como estabilizadores,
reactivando la sintesis de proteinas y acidos nucleicos, asi como facilitan la toma de
nutrientes minerales al aumentar la permeabilidad celular, la absorcion y traslocacion de
iones (Manresa, 1983).

Los bioestimulantes vegetales como los hidrolizados de proteinas y los extractos de algas
marinas, atraen creciente interés por su potencial para mejorar el rendimiento y la calidad
de los cultivos. Trabajos realizados por Rouphael et al., (2018) para estudiar la respuesta
a la aplicacién foliar de tres bioestimulantes: hidrolizado de proteinas derivado de
leguminosas, extracto de alga Ecklonia maxima y una mezcla de aceites vegetales, hierbas
y extracto de alga Ascophyllum nodosum sobre el cultivo de espinaca. Entre los resultados
se observan diferencias significativas en el contenido de proteinas, el cual estuvo
influenciado por los tratamientos que utilizaron los bioestimulantes, teniendo un aumento
del 12.4% en comparacion a las plantas de espinaca que no fueron tratadas.

Un trabajo realizado por Kocira et al., (2020) llev6 a cabo una investigacion sobre el uso
de bioestimulantes. Realizando un experimento de campo en 2016-2018 con frijol comun.
En determinadas temporadas de cultivo, las plantas de frijolfueron tratadas con kelpak SL
(extractos de algas) y Terra Sorb Complex (amino&cidos libres). Entre los resultados se
puede observar que la aplicacién de bioestimulantes incrementé el rendimiento de frijol.
Se observaron mejores resultados después del uso de Kelpak SL., ya que influyo en la
calidad nutricional y nutracéutica de las semillas de frijol. Mientras que Terra Sorb

Complex causd el mayor aumento del nivel de proteinas.
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Figura 7. Proteinas totales en plantas de tomate bajo estrés por salinidad y tratadas con el

extracto acuoso y granulado de Sargassum spp.
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i =Maedias con la misma letra por color son estadisticamente iguales de acuerdo con Tukey (a< 0.05). TA:
testigo absoluto, E: plantas con la aplicacion del extracto de Sargassum spp., G: plantas con la incorporacion
de granulado de Sargassum spp., E+G: plantas con la aplicacion del extracto y granulado de Sargassum
spp., SAL: plantas con salinidad, E+SAL.: plantas con la aplicacion del extracto de Sargassum spp. y con
salinidad, G+SAL.: plantas con la incorporacion de granulado de Sargassum spp. y con salinidad,
E+G+SAL.: plantas con la aplicacién del extracto y granulado de Sargassum spp. y con salinidad.

Evaluacion de variables de calidad de fruto

En el Cuadro 5 se observan las variables relacionadas a la calidad de fruto. De acuerdo a
la prueba de medias se muestran diferencias significativas entre tratamientos en todas las
variables. En el contenido de licopeno se observd un incremento del 31.06% en el
tratamiento E en relacion con el tratamiento TA. En el contenido de Vitamina C, el
tratamiento E+G present6 un decremento del 35.34% respecto al tratamiento TA. En el
contenido de soélidos solubles totales, se muestra una tendencia donde todos los
tratamientos con salinidad aumentaron con respecto a los que tenian el estrés. En la
variable acidez titulable se observa un decremento del 16.66% en el tratamiento E en
comparacion con TA. En cuanto al diametro polar y ecuatorial, se observan resultados
positivos donde en todos los tratamientos con la aplicacion de Sargassum spp. se

incrementaron dichas variables. En el diametro polar, los tratamientos E, G y E+G
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presentaron un aumento respecto a las plantas del tratamiento TA, con incrementos del
3.61%, 6.40% y 7.88% respectivamente. Mientras que los tratamientos E+SAL, G+SAL
y E+G+SAL presentaron valores superiores con respecto al tratamiento SAL, con
incrementos del 9.49%, 6.66% Yy 8.68% respectivamente. En el diametro ecuatorial, los
tratamientos E, G y E+G presentaron un aumento respecto a las plantas del tratamiento
TA, con incrementos del 8.10%, 11.80% y 13.65% respectivamente. Mientras que los
tratamientos E+SAL, G+SAL y E+G+SAL presentaron valores superiores con respecto al
tratamiento SAL, con incrementos del 11.32%, 9.94% y 11.32% respectivamente. En el
caso de la firmeza, el tratamiento E+G+SAL incrementd un 29.19% con respecto al
tratamiento SAL.

Kumari et al., (2013) estudiaron Sargassum johnstonni como acondicionador y
bioestimulante en plantas de tomate, donde se incremento la vitamina C y licopeno en los
frutos. Soriano et al., (2020) estudiaron el efecto bioestimulante de la aplicacion de
Azotobacter chroococcum en combinacién con diferentes oligosacarinas de origen péctico
o0 derivados de quitosano sobre la calidad poscosecha de frutos de calabacita (Curcubita
pepo L.); donde el contenido de vitamina C fue mayor en un 162.6% sobre el tratamiento
control.

Una conductividad eléctrica de 8 dS m? produce un aumento en la glucosa, fructosa y
acido citrico en frutos de tomate, componentes que tienen un impacto fuerte en el sabor
Navarro et al., (2012); de igual forma el aumento de salinidad por NaCl, modifica la
calidad de las frutas cultivadas en invernadero, obteniendo como resultado un incremento
en la acidez titulable (Casierra & Riafio, 2006).

Estudios realizados por Villegas et al., (2018) sobre la aplicacion de sustancias humicas
via foliar con el objetivo de aumentar el crecimiento, productividad y calidad de frutos de
tomate cultivados en suelos ligeramente salinos. Se report6 un rango de acidez titulable
de 0.36% a 0.46%, siendo el control el que presentd el rango mas alto. Este es un criterio
importante para evaluar la calidad del fruto de tomate ya que la aplicacion de humus
liquido, provoco menor acidez, dando como resultado un mejor sabor y mayor calidad
nutritiva.

Estudios realizados sobre la influencia del bioestimulante a base de Azospirillum

lipoferum y Brevibacillus parabrevis en el rendimiento y calidad del tomate, observa un
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aumento del contenido de licopeno en el fruto de tomate de un 18.7% en la aplicacion de
Azospirullum lipoferum sobre el control (Oancea et al., 2017). El incremento del licopeno
mediante la utilizacion de bioestimulantes es de gran importancia, ya que esta variable
forma parte de la calidad nutracéutica, es decir cuando un alimento ayuda a mejorar la
calidad de vida, mantenimiento la salud mediante la prevencion de enfermedades. Es asi
que varios estudios epidemioldgicos han reportado un efecto benéfico del consumo del
tomate, ya que el licopeno que contiene ayuda a prevenir algunas enfermedades cronicas,

como lo es el cancer (Singh & Goyal, 2008).

Cuadro 5. Andlisis de calidad de fruto en plantas de tomate bajo estrés por salinidad y

tratadas con el extracto acuoso y granulado de Sargassum spp.

. Vitamina DE
_ Licopeno e sst AT DPPem FIRMEZA
Tratamiento (mg 100 (mg g pH (°Brix) (%ac. (cm froto- (kg cm)
gtPS) PS) citrico) fruto?) 1)
TA 21455b 2.32ab 5.68ab 4.93b 0.36bc 6.09c 4.32c 5.99b
E 281.2a 283a 532ab 4.69b 0.30d 6.31b 467b 6.12ab
G 209.37b 2.05bc 6.15ab 4.43b 0.32cd 6.48ab 4.83a 7.13ab
E+G 239.34 ab 15¢ 475b 4.76b 032cd 657a 491a 7.0lab
SAL 196.48 b 151c 5.69ab 659a 040ab 4.95e 3.62e 5.96 b

E+SAL 202.11b 185bc 596ab 6.33a 0.37bc 5.42d 4.03d 7.4 ab
G+SAL 197.22b 1.72bc 6.40a 6.75a 040ab 528d 398d 7.51ab
E+G+SAL 17955b 1.49¢c 6.26a 6.70a 0.42a 5.38d 4.03d 770 a

1 = Medias con la misma letra por columna son estadisticamente iguales de acuerdo con Tukey (a< 0.05).
TA: testigo absoluto, E: plantas con la aplicacién del extracto de Sargassum spp., G: plantas con la
incorporacion de granulado de Sargassum spp., E+G: plantas con la aplicacion del extracto y granulado de
Sargassum spp., SAL: plantas con salinidad, E+SAL: plantas con la aplicacion del extracto de Sargassum
spp. y con salinidad, G+SAL.: plantas con la incorporacién de granulado de Sargassum spp. y con salinidad,
E+G+SAL.: plantas con la aplicacion del extracto y granulado de Sargassum spp. y con salinidad. Solidos
solubles totales (SST), Acidez Titulable (AT), Diametro polar (DP), Diametro ecuatorial (DE).

En el cuadro 6 se muestra el contenido de metales pesados en frutos de tomate. Los
resultados fueron comparados con la norma CODEX STAN 193-1995 y la NOM-130-
SSA1-1995 (Metales pesados y metaloides para alimentos con pH > 4.6, vegetales o sus
derivados). La norma CODEX contiene los principios recomendados por el Codex
Alimentarius en relacion con los contaminantes y las toxinas presentes en los alimentos;

se indica tambien los niveles méaximos y planes de muestreo relacionados de los
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contaminantes y las sustancias toxicas naturales que se encuentren en los alimentos
(Piensos, 2013).

En el caso del Zn, se aprecia un incremento de este metal superior a los limites permisibles
del CODEX. El consumo de raciones superiores podria implicar un riesgo a la salud
humana, una de las principales consecuencias a destacar por la ingesta voluntaria o
accidental de grandes cantidades de Zn son que este oligoelemento es antagonista de
varios elementos esenciales, como el hierro, el magnesio, el calcio y el cobre; es asi que
una persona que presente elevados niveles de Zn estara expuesta a presentar valores muy
bajos de estos elementos. Entre los sintomas se incluye dolor abdominal intenso, nauseas
y vomitos, ademas de presentar letargia, anemia y vértigo. Cabe aclarar que el contenido
de Zn presente en frutas y verduras presentan menor biodisponibilidad en humanos que el
Zn en las proteinas animales (Rico, 2011). En el caso del resto de metales pesados con
los limites de cuantificacion de los resultados obtenidos no se puede tener certeza del valor
exacto de cada medicién. Por lo que no se puede determinar si hay toxicidad por Cd, Pb

y As.

Cuadro 6. Andlisis de metales pesados en fruto de tomate en plantas de tomate bajo estrés

por salinidad y tratadas con el extracto acuoso y granulado de Sargassum spp.

Veta Limites permisibles NOM.- 130 SSAT 1605 E G E+G
mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg

Cobre (Cu) 5.0 ) 2.86 2.59 2.92
Niquel (Ni) - ) <8.66 <8.66 <8.66
Zinc (Zn) 5.0 i 21.86 14.94 16.26
Cadmio (Cd) 0.05 0.2 <0.14 <0.14 | <0.14

Cromo (Cr) - } <2.80 <2.80 <2.8
Plomo (Pb) 01 10 <1.70 <170 | <1.70
Mercurio (Hg) 0.1 i <0.045 | <0.045 | <0.045

Arsénico (As) 0.1 10 <0.25 <0.25 0.25
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CONCLUSIONES
Los bioestimulantes a base de Sargassum spp. estudiados en esta investigacion tuvieron
efectos positivos en la mitigacion del estrés por salinidad.
En las variables asociadas al crecimiento con la aplicacion de los bioestimulantes a base
de Sargassum spp. se incrementaron la altura de planta, nimero de hojas, biomasa fresca
aérea y radicular y biomasa seca radicular.
En las variables asociadas a rendimiento, hubo una tendencia de aumento en las plantas
donde se aplicaron los bioestimulantes a base de Sargassum spp.
En relacién a la acumulacién de compuestos bioactivos las plantas donde se aplicaron los
bioestimulantes a base de Sargassum spp. presentaron mayor contenido de clorofila a, b
y total y proteinas totales.
La calidad de fruto de las plantas donde se aplicaron los bioestimulantes a base de
Sargassum spp. presentaron mayor contenido de licopeno, ademéas de presentar un

aumento en el didmetro polar y ecuatorial y en la firmeza.
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