UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO
SUBDIRECCION DE POSTGRADO

EXTRACTOS DE Sargassum spp. COMO INDUCTORES DE TOLERANCIA A
ESTRES ABIOTICO EN PLANTULAS DE TOMATE

Tesis

Que presenta OSCAR SARINANA ALDACO
como requisito parcial para obtener el Grado de
DOCTOR EN CIENCIAS EN AGRICULTURA PROTEGIDA

Saltillo, Coahuila Septiembre 2022



UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO
SUBDIRECCION DE POSTGRADO

EXTRACTOS DE Sargassum spp. COMO INDUCTORES DE TOLERANCIA A
ESTRES ABIOTICO EN PLANTULAS DE TOMATE

Tesis
Que presenta OSCAR SARINANA ALDACO

como requisito parcial para obtener el Grado de
DOCTOR EN CIENCIAS EN AGRICULTURA PROTEGIDA

: {Zw\f 1

Dra. Susana Gonzilez Morales Dra. Rosa Maria Rodriguez Jasso
Director UAAAN Director Externo

Saltillo, Coahuila Septiembre 2022



EXTRACTOS DE Sargassum spp. COMO INDUCTORES DE TOLERANCIA A
ESTRES ABIOTICO EN PLANTULAS DE TOMATE

Tesis

Elaborada por OSCAR SARINANA ALDACO como requisito parcial para obtener el
grado de DOCTOR EN CIENCIAS EN AGRICULTURA PROTEGIDA con la
supervision y aprobacion del Comité de Asesoria

4

Dra. Susana Gonzalez Morales
Asesor Principal

Wt T

Dr# Rosa MaritrRodriguez Jasso Dr,/Adalbédrto Benav1des Mendoza .
Asesor Asesor/ ™\
et D \k
Dr. Antonio aldonado
sesor

Dr. Pablo Prediado Rangel™—
Asesor

Dr. Anmianido Robledo Olivo
Asesor

rera De la Fuente
Subdirector de Postgrado
UAAAN

Saltillo, Coahuila Septiembre 2022



AGRADECIMIENTOS

A mis padres, Arnoldo Sarifiana Castafieda y Francisca Aldaco Aldaco por su apoyo

incondicional y ser siempre una motivacion para salir adelante.

A mis hermanos Leonel y Laura por siempre darme animos para hacer las cosas que

mas me apasionan.

A mi novia Mariana por estar incondicionalmente a mi lado en los buenos y malos

momentos y apoyar cada una de mis metas.

A la Dra. Susana Gonzalez Morales por haberme dado la oportunidad y confianza de
realizar esta investigacion bajo su cargo; por su paciencia, amistad y compartirme sus

conocimientos.

Al Dr. Pablo Preciado Rangel por brindarme su apoyo incondicional y amistad desde

Maestria y ahora en Doctorado.

Al Dr. Adalberto Benavides Mendoza, al Dr. Armando Robledo Olivo, al Dr.
Antonio Juarez Maldonado y a la Dra. Rosa Maria Rodriguez Jasso gracias por su

apoyo incondicional.

A la Dra. Julia Medrano Macias quien siempre me apoyo en el trabajo de laboratorio.
A la Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro.

Al programa de Doctorado en Ciencias en Agricultura Protegida.

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia por el apoyo econémico brindado.



DEDICATORIA

Este importante proyecto se lo dedico a una de las personas méas importantes en
mi vida, mi hermanito que, aunque ya no estd fisicamente me motiva para seguir
adelante, t0 eres una de las razones por las que dia con dia me levanto para seguir
avanzando y creciendo en todos los &mbitos y por ti seguiré hasta el final con la certeza

de que siempre estards a mi lado. Te amare por siempre mi Carlitos.



CARTA DE ACEPTACION DE ARTICULO

UNIVERSIDAD JUAREZ AUTONOMA DE TABASCO

“Estudio en la Duda. Accioén en la Fe"
Secretaria de Investigacion, Posgrado y Vinculaciéon

Direccion de Difusion y Divulgacion Cientifica y Tecnolégica

DICTAMEN
Eosistemas vy Recursos Agropecuarios
eralaujat.mx
Teléfonoffax 01.993.3 58 15 00 Ext. 5041
Saltillo, Coahuila, a 24 de mayo de 2021
Manuscrito--- IMPACTO DE EXTRACTOS DE Sargassum spp. EN EL CRECIMIENTO Y ANTIOXIDANTES
DE PLANTULAS DE TOMATE
Registro --- 2814 ERA
Autores --- Oscar Sarifiana-Aldaco, Rosa Maria Rodriguez-Jasso, Adalberto Benavides-Mendoza,

Antonio Juarez-Maldonado, Armando Robledo-Olivo, Pablo Preciado-Rangel,

Susana Gonzalez-Morales
Dictamen --- ACEPTADO PARA PUBLICACION

Comentarios--- Es un placerinformar que su manuscrito ha sido aceptado para publicacién. En anexo se envia la version
revisada, una vez que se atendieron los comentarios de los arbitros.

Agradeciendo su interés por la revista, me despido con saludos.

Dra. Diana Jasso Cant(
Editora Invitada

C.c.p. Archivo

ESTE DOCUMENTO ES PROPIEDAD DEL SISTEMA DE GESTION DE CALIDAD DEL DEPARTAMENTO EDITORIAL DE REVISTAS
UNIVERSITARIAS DE LA SECRETARIA DE INVESTIGACION, POSGRADO ¥ WVINCULACION DE LA UJAT

Vi



ACUSE DE RECIBO DE ENVIO DE ARTICULO

[Plants] Manuscript ID: plants-1896485 - Submission Received

Editorial Office <plants@mdpi.com:
para Susana, mi, Adalberto, Armando

Dear Dr. Gonzalez-Morales,

Thank you very much for uploading the following manuscript to the MDPI
submission system. One of our editors will be in touch with you soon.

Journal name: Plants

Manuscript 1D: plants-1896485

Type of manuscript: Article

Title: Biostimulant effect of hydroalcoholic extracts of Sargassum spp. in
tomato seedlings with salt stress

Authors: Oscar Sarifiana-Aldaco, Adalberto Benavides-Mendoza, Armando
Robledo-Olivo, Susana Gonzalez-Morales *

Received: 18 August 2022

E-mails: oscarsarinana390@gmail com, abenmen@gmail com,
armando.robledo@outlook com, gfb_sgm@hotmail. com

Submitted to section: Crop Physiology and Crop Production,

hitps://'www mdpi.com/journal/plants/sections/Crop_Physiology_Crop_Production
Plant Biostimulation

https:/iwww. mdpi.com/journal/plants/special_issues/Biostimulation_Plants

You can follow progress of your manuscript at the following link (login
required):
https://susy.mdpi.com/user/manuscripts/review_info/30ed0ate12f05d4f3bd86725d5ef9789

Vii



INDICE

AGRADECIMIENTOS ..ottt sttt ane s i
DEDICATORIA ..ottt sttt bbbttt ne et %
CARTA DE ACEPTACION DE ARTICULO .....vviiirriiieisineisesesesseseesesessssssssennes Vi
ACUSE DE RECIBO DE ENVIO DE ARTICULO ....c.ooiiiniiiinineincineeeieseseeseieeene vii
INDICE ...t e et e st e e e st e e e nab e e e sra e e anneeeanee e viil
INTRODUCCION ...ttt sttt 1
ODJETIVO GENETAL ... 2
ODjJetiVOS ESPECTTICOS. ... iuiiiiieeiieieie ettt 2
HIPOTESIS ..ttt ettt b ettt b et b e e 2
REVISION DE LITERATURA . .....cooo ettt ettt s ettt 3
CUITIVO 08 TOMALE ..ottt sttt et e e reesreesneeneesreenneans 3
Estrés abiotico en 1aS PIANtaS.........ccoeiiiiiiiiie e 3
ESIES SAlINO....c.eiiiieicieceee e 4
EStrés por hajas temMPEratUIaS .........c.eoveerierieererie et 6
EStrés por altas temMpPeraturas..........c.ccveieeieirieiie et 8
BIOBSHIMUIANTES ...ttt 9
EXtractos de algas SArgasSUmM ..........ccuciieueiieieeie e se e eee e e sreesre e e s reesaeennesres 10
PRIMER ARTICULO.......oooieiieeeieeeeeese e sesseee st ss et s ssen s nensees 13
Efecto de extractos de Sargassum spp. en el crecimiento y antioxidantes de plantulas de
((0] 10 F= L (PO PP PP P PRPT PP PPR 13
SEGUNDO ARTICULOD ..ottt nasnas st 29
Proceso de extraccion hidro-etandélica de biomoléculas bioestimulantes de Sargassum
spp. pelagico y su efecto en plantulas de tomate ..........cccccevveiiiic e 29
TERCER ARTICULOD ..ottt nes st 66
Efecto bioestimulante de extractos hidroalcohdlicos de Sargassum spp. en plantulas de
tomate Dajo ESrES SAlINO ........c.coviiiiiiicec e 66
CONCLUSION GENERAL .....oootviiereeeeeieeeee e siess s sessestanes s s naanensas 107
REFERENCIAS ...ttt ne bt na et 108

viii



INTRODUCCION

Las plantas al ser organismos sesiles estan expuestas a diferentes tipos de estrés,
incluido el abiotico, el cual se refiere a los factores ambientales que alteran sus procesos
fisiologicos y metabdlicos (Oberkofler et al., 2021). Dentro de este grupo de estrés los
mas severos son el estrés salino y el estrés por temperaturas extremas (Hernandez-
Hernandez et al., 2018a; Carmody et al., 2020; Rezaie et al., 2020). El estrés salino
influye negativamente en la absorcién y asimilacion de agua y nutrientes en las plantas,
sin embargo, también genera toxicidad por el exceso de sales (Morales-Espinoza et al.,
2019). Las bajas temperaturas también influyen negativamente en la absorcién de agua y
nutrientes en las plantas, ya que provocan una disminucion de la fluidez de las
membranas celulares, lo que dificulta el transporte de agua y demés moléculas hacia el
exterior e interior de las células (Rezaie et al., 2020). Las altas temperaturas causan un
déficit de presion de vapor muy alto en las plantas, lo que provoca una elevada
transpiracion que resulta en el cierre estomético, ademas se compromete la
funcionalidad de las biomoléculas al inactivarlas o desnaturalizarlas cuando se rebasa el
umbral de temperatura (Carmody et al., 2020).

En general el estrés abidtico causa el cierre estomatico, menor eficiencia del proceso
fotosintético, sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno (ERO), oxidacion de
biomoléculas (carbohidratos, proteinas, lipidos y acidos nucleicos) y produccion de
antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos (Gonzélez-Morales et al., 2021; Oberkofler
etal., 2021).

Lo anterior ha llevado a buscar alternativas para poder mitigar los efectos dafiinos del
estrés abiotico. Dentro de las alternativas esta el uso de bioestimulantes como los
extractos de algas pardas (du Jardin, 2015). Los extractos de algas pardas gracias a los
metabolitos que contienen como, carbohidratos, aminoacidos, fitohormonas, compuestos
fenolicos, carotenoides y compuestos inorganicos les proporcionan a las plantas la
capacidad de mitigar hasta cierto punto el estrés y mejorar su crecimiento y rendimiento
(Rouphael et al., 2017; Shukla et al., 2019).

Dentro de las algas pardas las mas utilizadas estan los géneros Ascophyllum, Ecklonia,

Fucus, Laminaria y Macrocystis, sin embargo, en los ultimos afios el género Sargassum



se ha convertido en un problema turistico y de contaminacion ambiental por sus
acumulaciones atipicas en las costas del Caribe (Chavez et al., 2020; Gonzalez-Morales
et al., 2021). Ante esta situacion se le empezaron a dar diferentes usos y uno de ellos es
en la agricultura como bioestimulantes (Chavez et al., 2020). Los extractos del alga
Sargassum spp. (EAS) han demostrado ser eficientes en la mitigacion del estrés abidtico
al mejorar la actividad de enzimas antioxidantes, aumentar el contenido de fitoquimicos
y sobreexpresar genes de defensa, lo que se traduce en mejoras de crecimiento,
rendimiento y calidad de los cultivos (Kumari et al., 2013; Drira et al., 2021; Sarifiana-
Aldaco et al., 2021). De acuerdo con lo anterior, el objetivo de la presente investigacion
fue evaluar el efecto de extractos de Sargassum spp. sobre la induccién de tolerancia al

estrés abidtico en plantulas de tomate.

Objetivo general

Evaluar el efecto de extractos Sargassum spp. sobre la induccién de tolerancia a estrés

abiotico en plantulas de tomate.

Objetivos especificos

1. Produccién y caracterizacion de los extractos acuosos y etanélicos de Sargassum
spp.

2. Evaluacion de parametros fisiol6gicos asociados al crecimiento de plantulas de
tomate bajo estrés abidtico con la aplicacion de los extractos.

3. Evaluacion de parametros bioquimicos relacionados a la tolerancia a estrés
abidtico en plantulas de tomate con la aplicacion de los extractos.

4. Andlisis de expresion de genes relacionados a la tolerancia a estrés abi6tico en

plantulas de tomate con la aplicacion de los extractos.

Hipotesis
La aplicacion foliar de los extractos acuosos y etandlicos de Sargassum spp.

incrementan la tolerancia al estres abidtico en las plantulas de tomate.



REVISION DE LITERATURA

Cultivo de tomate

El tomate (Solanum lycopersicum) es la hortaliza mas cultivada y consumida a nivel
mundial (Valenzuela Lopez et al., 2014), debido a que es uno de los frutos que se
caracteriza por su alto contenido de agua, gran cantidad de carotenoides, vitaminas,
minerales y bajo nivel caldrico (Sarifiana-Aldaco et al., 2020). Esta hortaliza al ser de las
mas cultivadas representa una gran importancia econdémica, encontrandose Meéxico
dentro de los principales paises productores (Vazquez-Vazquez et al., 2015).

En México el cultivo de tomate es de gran importancia, por ser uno de los frutos que
contiene mayor cantidad de vitaminas y minerales (Vazquez-Vazquez et al., 2015;
Sarifiana-Aldaco et al., 2020). Datos estadisticos muestran que aproximadamente el 70%
de los cultivos que se producen bajo condiciones protegidas corresponde al tomate, por
esto es importante realizar un manejo eficiente en la agricultura intensiva para lo que se
requieren conocer los factores que condicionan el potencial de produccion de los
cultivos (Juarez-Maldonado et al., 2015).

El tomate es un alimento de importancia mundial al ser muy versatil, con formas de
consumo Vvariados, donde altas ingestas de este producto estan estrechamente
relacionadas con un impacto benéfico en la salud, ya que es capaz de reducir el riesgo de
padecer enfermedades cardiovasculares y diferentes tipos de cancer atribuido
principalmente a su alto contenido de antioxidantes (carotenoides, acido ascorbico y

compuesto fendlicos) (Fortis-Hernandez et al., 2018; Salehi et al., 2019).

Estrés abidtico en las plantas

Las plantas viven en entornos ambientales que en su mayoria son desfavorables y
estresantes para su desarrollo, por lo cual deben hacer frente a estas condiciones, tales
como salinidad, alta irradiacién, deficit hidrico, deficiencia de nutrimentos, exceso de
metales toxicos y altas y bajas temperaturas (Kim et al., 2021; Oberkofler et al., 2021;
Sachdev et al., 2021).



Las plantas al estar sometidas ante este tipo de eventos desfavorables de estrés se ven
afectadas en procesos fisioldgicos, bioquimicos y moleculares (Gonzéalez-Morales et al.,
2021), estas condiciones limitan la productividad de las plantas en la agricultura, y
amenazan la seguridad alimentaria (Halford et al., 2015). Las plantas al estar sometidas
a condiciones abioticas adversas desarrollan mecanismos que les ayudan a percibir la
sefial de estrés, lo que les permite tener una respuesta éptima de crecimiento (Gonzélez-
Morales et al., 2021).

Estrés salino

El estrés ambiental es una importante area de investigacion cientifica, ya que esta
situacion ha empeorado por las actividades antropogénicas, donde la salinidad de los
suelos es el principal factor de las limitaciones en la produccion de los cultivos (Parihar
et al., 2015). La salinidad esta originada por la presencia de cloruros, sulfatos,
carbonatos y bicarbonatos de sodio (Na*), potasio (K*), magnesio (Mg?*) y calcio (Ca?"),
mientras que la conductividad eléctrica alta en el agua de riego se debe a altas
concentraciones de Ca?*, Na*, Mg?* cloro (CI) y bicarbonatos (HCO3) disueltos en el
agua (Méndez-Guisado et al., 2012).

El estrés por salinidad afecta muchos de los aspectos de la fisiologia de las plantas
(Morales-Espinoza et al., 2019). EIl efecto de la salinidad es una combinacion del
potencial osmatico, la capacidad de la planta para ajustarse osmoticamente y la toxicidad
especifica de las sales, y dicha capacidad se ve afectada a medida que aumenta la
salinidad al disminuir la extraccion de agua por parte de las plantas (Estaji et al., 2019).
El estrés por exceso de sales es el principal problema que afecta la produccion de los
alimentos en el mundo, donde el 20% de las tierras que se cultivan y el 33% de las
tierras irrigadas estan degradadas a causa de las sales acumuladas (Almeida Machado et
al., 2017).

La salinidad en exceso reduce la produccion de la mayoria de los cultivos agricolas, que
son normalmente sensibles durante toda su ontogenia, y donde el umbral de salinidad de
la mayoria de los cultivos de hortalizas es bajo (Almeida Machado et al., 2017;

Hernandez-Hernandez et al., 2018a).



El primer efecto que tiene la salinidad en las plantas es la reduccion del potencial de
agua, por lo cual se dificulta su absorcion, induciendo un déficit hidrico, con
sefializaciones y respuestas, entre ellas, menor crecimiento, sintesis de acido salicilico
(AS), acido abscisico (ABA) y cierre estomatico (Yu et al., 2020). Un segundo efecto se
presenta después y es resultado de una intoxicacion celular principalmente por Na*y CI',
que interfieren en el balance idnico y se ve afectada la asimilacion del K*, Mg?* y
nitratos (NO3) (Arif et al., 2020).

Una alta concentracion de Na* desplaza a los iones de Ca?* de la membrana celular en la
raiz y altera su permeabilidad, lo que causa una salida de K* de las células y favorece la
entrada de Na* (Arif et al., 2020; Shin et al., 2020). Las plantas al verse afectadas por la
salinidad, tanto por el estrés hidrico, nutrimental y por la toxicidad de las sales, dan
como resultado la sintesis de ERO, que causan un estrés oxidativo de biomoléculas y
determinan la especificidad de la respuesta de aclimataciéon, lo que conlleva a la
adaptacion de las plantas al estrés (Herndndez-Hernandez et al., 2018a).

La salinidad afecta diversos procesos en las plantas, tales como la disminucién del
porcentaje de germinacion, a nivel radicular se alcanza una menor longitud, los tallos
alcanzan menor altura, las hojas se reducen en nimero y presentan desecacion de sus
bordes de modo que existe menor conductancia estomatica y actividad fotosintética, y
todo esto ocasionado por el déficit hidrico y desbalance nutrimental que causan las sales
(Herndndez-Hernandez et al., 2018a; Abdelaal et al., 2020; Genotypes et al., 2020).

Las plantas tienen mecanismos de defensa, y dentro de los primero se encuentra la
respuesta osmatica en la raiz que se basa en el aumento de la densidad de acuaporinas en
las células epidérmicas, lo cual, mejora el estado hidrico de la raiz (Jia et al., 2020). Otro
de sus mecanismos es la activacion de un proceso de exclusion dependiente del bombeo
de los iones toxicos, como la via de la sal exclusivamente sensible (SOS) que se encarga
de transportar el Na* desde el citoplasma hacia la vacuola o hacia el apoplasto, y el
transportador de tipo HKT, que estd encargado de la homeostasis de Na*™ y K*, y esta
encargado del mecanismo de tolerancia a la salinidad al participar en la exclusion de Na*
del xilema, y previniendo su acumulacion en la parte aérea, mejorando indirectamente la

acumulacion de K* (van Bezouw et al., 2019; Gupta et al., 2021).



Dentro de todos los mecanismos de defensa también esta la mejora de la actividad de
enzimas antioxidantes (superéxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), ascorbato
peroxidasa (APX) y glutation peroxidasa (GPX)) y el incremento de antioxidantes no
enzimaticos (acido ascorbico, glutation reducido, compuestos fenolicos y carotenoides)
que neutralizan a las ERO (Hernandez-Hernandez et al., 2018a; Medrano Macias et al.,
2021). También la acumulacion de osmoprotectantes como prolina, glicina betaina y
carbohidratos es muy importante para mejorar el contenido hidrico a nivel celular
(Darko et al., 2019).

La salinidad es un problema, en el cual los cultivos se ven afectos en todas sus etapas,
como lo mencionan Batista Sanchez et al. (2017) quienes indican que altas
concentraciones de NaCl afectan la germinacion, longitud y biomasa seca de la radicula
del cultivo de albaca. De acuerdo con Soylemez et al. (2017) la salinidad resulta en
disminuciones significativas de materia seca, rendimiento del fruto, potencial hidrico de

las hojas y contenido relativo de agua de las hojas del cultivo de tomate.

Estrés por bajas temperaturas

La temperatura de todas las plantas en general depende de las condiciones ambientales y
en la forma en la que se regulan internamente (Watling et al., 2008). La temperatura es
un factor importante que afecta significativamente los procesos fisiologicos-
morfologicos y bioquimicos de las plantas (Carmody et al., 2020). Las tensiones de
temperatura normalmente se clasifican en estrés por bajas y altas temperaturas, las
cuales estan por debajo (temperaturas no congelantes (0 °C < T < 10 °C) y congelantes (
T <0 °C)) y por encima de la temperatura 6ptima de las plantas (Hernandez-Hernandez
et al., 2018b).

El estrés causado por bajas temperaturas provoca una disminucion del metabolismo, en
el caso de las temperaturas no congelantes (Hernandez-Hernandez et al., 2018b; Rezaie
et al., 2020). En cuanto a las temperaturas congelantes provocan ausencia total de agua,
cuando esta se transforma en hielo (Hernandez-Hernandez et al., 2018b; Ding et al.,
2020). Las bajas temperaturas no congelantes tienen un impacto negativo en la absorcién
de agua y nutrientes, ya que la suberizacion de la endodermis se extiende hasta el apice
de la raiz e influye en la absorcion del agua y nutrientes (Lara Herrera, 1999). En



general el estrés disminuye la fluidez de las membranas, este proceso se lleva a cabo
gracias a la union de los &cidos grasos saturados de las membranas que producen una
membrana densa y rigida que dificulta el transporte de agua, nutrientes y otras moléculas
hacia el exterior e interior de las células (Hernandez-Hernandez et al., 2018b; Zhao et
al., 2021a).

En este sentido la actividad fotosintética disminuye al igual que el crecimiento y
rendimiento de las plantas (Rezaie et al., 2020). Aunado a esto se producen altas
concentraciones de ERO por el déficit hidrico y nutrimental causado que lleva a la
oxidacion celular (Hernandez-Hernandez et al., 2018b).

Las plantas se desarrollan de una forma normal cuando la temperatura no ejerce efectos
negativos en sus procesos Vvitales, sin embargo, cuando las temperaturas son extremas
pasan a estresarse cambiando aspectos morfologicos, fisioldgicos y bioquimicos (Grant
et al., 2013). Es importante tener en cuenta que cuando las plantas son estresadas por
bajas temperaturas pueden sufrir dafios en el momento que son sometidas a la tension o
después de dicho evento (Grant et al., 2013; Hernadndez-Hernandez et al., 2018b).

Otro punto importante es el tipo de planta y la temperatura a la que se somete, ya que
existen algunas tolerantes, medianamente tolerantes y sensibles, lo que determina en
muchos aspectos su tolerancia ante las bajas temperaturas (Karimi et al., 2015). Cuando
las plantas son sometidas ante este tipo de estrés también toman medidas de defensa, y
una de ellas es la insaturacién de lipidos en las membranas celulares para aumentar su
fluidez, la acumulacion de osmolitos (prolina, glicina betaina y carbohidratos), el
incremento de la actividad de enzimas antioxidantes (SOD, CAT, APX y GPX) y
antioxidantes no enzimaticos (&cido ascérbico, glutation reducido, compuestos fenélicos
y carotenoides) (Rayirath et al., 2009; Hernandez-Hernandez et al., 2018b; Zhao et al.,
2021a).

Otra medida de aclimatacion es la produccion de acuaporinas que ayudan a controlar el
estado hidrico de las plantas ante el déficit hidrico causado por las bajas temperaturas
(Curticapean, 2020). Las plantas ante cualquier estrés, ya sea por bajas y altas
temperaturas, salino, metales pesados o patdégenos responden de manera similar al
incrementar la actividad y contenido de antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos, sin

embargo, ante el estrés por bajas temperaturas las plantas expresan genes que no se



expresarian en otras condiciones. Tal es el caso de la funcién de los factores de
transcripcion CBF, que se une a las regiones promotoras de los denominados genes de
respuesta al frio (COR) y activan su expresion, dandole una mayor tolerancia a las
plantas (Rayirath et al., 2009).

Todos estos mecanismos de defensa de las plantas tendran la funcion de aumentar su
umbral de tolerancia ante el estrés por bajas temperaturas.

Estrés por altas temperaturas

Con el aumento de los gases de efecto invernadero, el clima del planeta se esta
calentando a niveles que no han existido en decenas de millones de afios (Carmody et
al., 2020). Los rendimientos de los cultivos son muy vulnerables a las altas temperaturas
y la reproduccion de las plantas esta entre lo componentes fisiologicos de mayor
sensibilidad a temperaturas encima de los 30 °C (Zhao et al., 2021b).

En el &mbito molecular las altas temperaturas afectan la fluidez de las membranas y en
las biomoléculas al punto de inactivarlas o desnaturalizarlas, del mismo modo las
biomoléculas que se sintetizan en los periodos de altas temperaturas pueden sufrir mal
plegado, lo que las convierte en no funcionales (ul Haq et al., 2019). Las altas
temperaturas inducen la acumulacion de ERO, las cuales son responsables de las
lesiones de membranas, biomoléculas y dafios en la ultraestructura de los cloroplastos
(ul Hag et al., 2019; Li et al., 2020).

Las altas temperaturas tienen un impacto contrario al de las bajas temperaturas no
congelantes, es decir, aumentan la actividad metabdlica (alta velocidad de vibracién y
traslacion de las moléculas) (Zhao et al., 2021b). Las altas temperaturas causan en las
plantas un déficit de presiobn de vapor muy alto, lo que provoca una elevada
transpiracion, que en ocasiones puede superar a la absorcién de agua, lo cual resulta en
cierre estomatico, baja actividad fotosintética, disminucion del crecimiento, quemadura
de hojas, tallos y frutos, ocasionando bajos rendimientos y de mala calidad (Carmody et
al., 2020; Zhao et al., 2021b).

Como se menciono, la transpiracion al superar la absorcién de agua de las plantas por el
incremento de las temperaturas tiende a cerrar los estomas para evitar en lo mas posible

la perdida de agua y posterior deshidratacion, sin embrago, al cerrar sus estomas estan



blogueando su sistema de refrigeracién que es la transpiracion, lo cual causa que la
temperatura foliar se incremente ain méas (Dusenge et al., 2019; El Haddad et al., 2022).
También al mantener cerrados los estomas se pierde la entrada de didxido de carbono
(COy), motivo por el cual la actividad fotosintética disminuye notablemente (Dusenge et
al., 2019; Li et al., 2020; El Haddad et al., 2022).

Las altas temperaturas hoy en dia son otro factor importante que provoca bajas
producciones a nivel mundial, como lo mencionan Fahad et al. (2015) quienes indican
que este factor reduce severamente la fertilidad del polen y la dehiscencia de las anteras,
lo que trae como consecuencias bajas producciones.

Como mecanismo de defensa ante las altas temperaturas, las plantas activan el sistema
antioxidante que acumula compuestos antioxidantes enzimaticos (SOD, CAT, APX y
GPX) y no enzimaticos (&cido ascorbico, glutation reducido, compuestos fendlicos y
carotenoides), que ayudan a contrarrestar el efecto de las ERO (Cortés-Antiquera et al.,
2021). Otra parte importante del sistema de defensa es la sintesis de proteinas de choque
térmico (HSP), las cuales tienen la funcién de proteger a otras biomoléculas de la

desnaturalizacion o mal plegado (ul Haqg et al., 2019).

Bioestimulantes

El uso de bioestimulantes en las plantas, esta convertido en una practica comdn en la
agricultura al proporcionar una serie de ventajas que logran la estimulacion del
crecimiento y proteccion contra el estrés (Di Stasio et al., 2018). Los bioestimulantes
son materiales que al aplicarse en cantidades adecuadas tienen la capacidad de promover
el crecimiento de las plantas (Juarez-Maldonado et al., 2019). Son sustancias que
provienen de distintas fuentes, organicas como inorganicas, los cuales provocan en las
plantas la activacion de sus mecanismos de defensa y la acumulacién de compuestos
bioactivos, con los cuales logran mitigar diferentes tipos de estrés (Nardi et al., 2016;
Garcia Enciso et al., 2018).

du Jardin (2015) menciona que un bioestimulante tiene como objetivo mejorar la
eficiencia de la nutricién, la tolerancia al estrés y los rasgos de calidad del cultivo,
independientemente de su contenido de nutrientes. Este tipo de sustancias incrementa la

sintesis de compuestos derivados de los fenilpropanoides y activan una cascada de
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sefializaciones que aumentan la actividad antioxidante (Puglisi et al., 2020). Existen
diferentes categorias de bioestimulantes como, &cidos hdmicos y fulvicos,
microorganismos benéficos, compuestos inorganicos, hidrolizados de proteinas,

quitosano y otros biopolimeros y extractos de algas y botanicos (du Jardin, 2015).

Extractos de algas Sargassum

Ha existido demasiado interés en el potencial que la vegetacion marina tiene como
sumidero de las emisiones de carbono, ya que los productores primarios marinos tienen
aportaciones aproximadamente del 50% de la fijacion del carbono, pero pueden
representar hasta el 70% del total de almacenamiento del carbono (Jonasdéttir, 2019).
Las macroalgas son una materia prima valiosa para diferentes areas como la alimenticia,
la biorrefineria, la farmacéutica, la cosmética y la agricultura, donde es posible extraer
diferentes compuestos, como &cidos grasos, proteinas, aminoacidos, carbohidratos,
carotenoides y demas antioxidantes de alto valor (Rodriguez-Jasso et al., 2011; Shukla
etal., 2019).

En la agricultura hoy en dia se aplican extractos de diferentes macroalgas como lo son
las verdes, rojas y pardas, siendo estas Ultimas las méas utilizadas por la concentracion
considerable de compuestos bioactivos (Gonzélez-Morales et al., 2021). Las algas
pardas son organismos eucariotas que se agrupan en la clase de las Phaeophyceae donde
uno de los metabolitos que predomina es la fucoxantina, carotenoide perteneciente a las
xantofilas que les brinda su coloracion parda caracteristica, aunado a esto juega un papel
fundamental en la adaptacién de las algas al estrés (Ryabushko et al., 2017; Waghmode
etal., 2019).

Estas algas cuentan con una pared celular rica en carbohidratos, principalmente celulosa,
alginatos y fucoidan formados principalmente por fucosa, manosa, galactosa, xilosa y
glucosa (Michel et al., 2010; Ale et al., 2011). Estos carbohidratos juegan un papel
importante en las plantas de cultivo cuando son aplicados como bioestimulantes, al estar
involucrados en procesos como la germinacion de semillas, fotosintesis, floracion y
mitigacion frente al estrés (Sami et al., 2016).

Los extractos de algas también contienen diferentes compuestos nitrogenados como

proteinas, amino&cidos y péptidos con actividades bioestimulantes en los cultivos
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(Shukla et al., 2019). Estos compuestos actian como osmoprotectantes (prolina y glicina
betaina) y mejoran la acumulacion de biomasa de las plantas al estimular directamente el
metabolismo del carbono (C) y nitrégeno (N) (Colla et al., 2017; Chun et al., 2018;
Estaji et al., 2019).

Las fitohormonas son otros compuestos que los extractos de algas pardas contienen.
Existe una diferencia muy marcada en la concentracion de fitohormonas entre las algas
pardas y las plantas vasculares, siendo las algas las que las acumulan en mayor medida
(Benitez-Garcia et al., 2020). Estos compuestos, principalmente auxinas, citoquininas y
giberelinas realizan su funcién a muy bajas concentraciones cambiando los patrones de
crecimiento de las plantas, aunado a esto funcionan como moléculas de sefializacién en
condiciones estresantes (Alamri et al., 2021; Zhao et al., 2021c).

Los compuestos fendlicos son compuestos que también se encuentran en los extractos de
algas pardas y cumplen con funciones importantes al estar involucrados directamente en
la mitigacion del estrés al neutralizar a las ERO que se producen (Flores-Torres et al.,
2017). Al hablar de metabolitos secundarios con poder antioxidante son sin duda el
grupo mas grande y efectivo con el que cuentan las algas y plantas vasculares (Flores-
Torres et al., 2017; Rezaie et al., 2020).

Las algas pardas mas utilizadas en la agricultura son las pertenecientes a los géneros
Ascophyllum, Fucus, Ecklonia, Laminaria y Macrocystis, sin embargo, en los Gltimos
afios el género Sargassum empezO a provocar problemas turisticos, de contaminacion
ambiental y de salud por las acumulaciones atipicas en las costas (Trejo-Valencia et al.,
2018; Shukla et al., 2019; Chavez et al., 2020; La Bella et al., 2021). Dada esta
problematica se empezaron a usar en diferentes areas econémicas como la agricultura.
Existen reportes que indican que los extractos de alga Sargassum spp. (EAS) mejoran el
crecimiento, rendimiento y calidad de los cultivos bajo condiciones normales y
estresantes (Figura 1). Abdel Latef et al. (2017) demostraron que las plantas de garbanzo
bajo estrés salino y con aplicaciones de EAS mejoraron notablemente el crecimiento y
las actividades de la SOD y APX en comparacion con el control. EIl uso de EAS en la
mitigacion del estrés térmico es nulo, sin embargo, existen reportes que indican que
extractos de Ascophyllum nodosum mejoraron el contenido de clorofila e indujeron la

expresion de genes de respuesta al frio en Arabidopsis thaliana (Rayirath et al., 2009).
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De la misma manera extractos de A. nodosum mejoraron la viabilidad del polen, el
rendimiento y la expresion de genes de respuesta (HSP) al estrés por calor en el cultivo
de tomate (Carmody et al., 2020).
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Figura 1. Mecanismo de accion de los extractos de Sargassum frente al estrés por

salinidad y temperaturas extremas en cultivos agricolas.
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RESUMEN. El tomate es la hortaliza mas cultivada y consumida a nivel mundial
y frecuentemente sufre diversas tensiones ambientales que afectan su pro-
ductividad. Como posibles soluciones para mitigar el estrés esta el uso de
bioestimulantes, en particular, el uso de extractos de algas pardas que afectan
positivamente varios procesos fisiologicos y bioguimicos en las plantas. Por lo
tanto, el objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de la aplicacion foliar de
17 extractos hidroalcohdlicos de Sargassum spp. al 1.5%, mas dos tratamientos
control (agua destilada y un producto comercial a base de Ascophylium nodosum)
sobre el crecimiento y compuestos antioxidantes de plantulas de tomate, bajo
un disefio completamente al azar. Los resultados muestran que el extracto que
presentd los mejores resultados fue el EASY (160 C / 30 min / 50% de etanol).
Dicho extracto aumentd la altura, didmetro de tallo, materia fresca y seca total de
las plantulas de tomate en un 8.67, 32.32, 25.03 v 11.59%, respectivamente, en
comparacion con el control absoluto (agua destilada). Ademas, el EAST aumentd
el contenido de proteinas, glutation, fenoles totales, flavonoides y capacidad
antioxidante (ABTS) de las hojas en un 386.48, 15,92, 22.05, 35.99 y 18.86%,
respectivamente, en comparacion con el control absoluto. La aplicacion de
extractos de Sargassum spp. es una alternativa prometedora para mejorar las
caracteristicas agrondmicas y antioxidantes del cultivo de tomate.

Palabras clave: Bioestimulacion, compuestos bioactivos, extractos de algas,
Solanum lycopersicum L., sustentabilidad.

ABSTRACT. Tomato is the most cultivated and consumed wvegetable in the
world and is frequently attacked by various environmental stresses that affect its
bioproductivity. Possible solutions to mitigate stress include the use of biostimu-
lants, in particular the use of brown algae extracts that positively affect various
physiological and biochemical processes in plants. Therefore, the objective of the
present work was to evaluate the effect of foliar application of 17 hydroalcoholic
exiracts of Sargassum spp. at 1.5% and two control treatments (distilled water
and commercial product based on Ascophyllum nodosum) on the growth and
antioxidant compounds of tomato seedlings, under a completely random design.
The results show that the extract called EAS7 (160 “C/ 30 min/ 50% ethanol) pre-
sented the best results. EAS7 increased the height, stem diameter and total fresh
and dry matter of tomato seedlings by 8.67, 32.32, 25.03 and 11.59%, respectively,
compared to the absolute control (distilled water). Also, EAST increased the
content of proteins, glutathione, total phenols, flavonoids and antioxidant capacity
(ABTS) of the leaves by 386.48, 15.92, 22.05, 35.99 and 18.86%, respectively,
compared to the absolute control. The application of extracts of Sargassum spp. is
a promising alternative to improve the agronomic and antioxidant characteristics of
tomato crops.

Key words: Bioactive compounds, biostimulation, seaweed extracts, Solanum
lycopersicum L., sustainability.
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INTRODUCCION

El tomate es el cultivo horticola mas producido
en el mundo, debido a que es una fuente natural de
sustancias bioactivas de interés para la salud humana
(Salehi et al. 2019). No obstante, constantemente es
amenazado por diferentes tipos de estrés (salinidad,
sequia, temperaturas extremas y patogenos), los
cuales, reducen cantidad y calidad de los productos
(Bai et al. 2018, Gonzalez-Garcia et al. 2019). El uso
de bioestimulantes en la agricultura permite reducir el
uso de agroquimicos ante situaciones de esirés, sin
afectar de forma negativa el rendimiento de los cul-
tivos o los ingresos de los agricultores (Hernandez-
Herrera et al. 2014). Los bioestimulantes tienen la
caracteristica de inducir resistencia ante el estrés,
mejorar la eficiencia en la absorcion y asimilacion de
nutrientes y mejorar caracteristicas agronémicas y de
calidad de los cultivos (du Jardin 2015).

Los extractos de algas pardas tienen un alto
poder bioestimulante, gracias a su contenido de vi-
taminas, carotenoides, fenoles, fitohormonas, protei-
nas, aminoacidos y aziacares, los cuales, al ser apli-
cados incrementan el rendimiento y la calidad en
los cultivos (Ertani et al. 2018), ademas, inducen
tolerancia al estrés (Jayaraman et al. 2011). Di-
chos extractos tambien son ricos en minerales como
nitrogeno (N) y potasio (K) similares a los del es-
tiércol vacuno y fertilizantes organicos, lo gque los
hace candidatos ideales para su uso en la agricul-
tura (Trejo-Valencia et al. 2018). Ademas, hoy en
dia se encuentran disponibles una serie de extrac-
tos, los cuales, se pueden utilizar de manera foliar,
en drench o en forma granular para acondicionar el
suelo (Hemandez-Herrera et al. 2014).

Las algas pardas del género Sargassum
ultimamente representan un problema turistico,
ecolbgico y de salud puablica, por las acumulaciones
atipicas en las costas de México. Sin embargo, esta
situacion llevo a productores, comerciantes e investi-
gadores a desarrollar diferentes productos a base de
Sargassum, tales como: produccion de combustibles,
suplementos alimenticios y como bicestimulantes en
el area agricola (Brown et al. 2014, Pérez et al.
2018). Existen estudios que demuestran el

poder bicestimulante de los productos derivados de
Sargassum, como lo indican Kumari et al. (2011)
quienes evaluaron el uso de extractos de Sargassum
Jjohnstonii en el cultivo del tomale, sus resultados
indican mayor crecimignto del sistema radicular, in-
cremento del nimero y peso de frutos, aumento de
fenoles, licopeno y acido ascérbico 2n los frutos.

El uso de extractos del alga Sargassum (EAS)
es una alternativa para reducir el uso de quimicos
en la agricultura (N'Yeurt y Lese 2015), aumantar
la tolerancia ante el estrés (Jayaraman et al. 2011)
y mejorar el rendimiento y calidad de los cultivos
(Abbas et al. 2020), ademas, representa una opcion
para mitigar el problema que causa esta alga en las
costas. Por lo anterior, el objetivo del presente astu-
dio fue determinar el efecto de la aplicacion foliar de
diferentes extractos hidroalcoholicos de Sargassum
spp. sobre el crecimiento y los compueastos antioxi-
dantes de plantulas de tomate.

MATERIALES Y METODOS

Produccién de los extractos del alga Sargassum
spp. (EAS)

El alga Sargassum spp. fue recolectada en
el mar Caribe mexicano. Las muestras se frans-
portaron al laboratorio en recipientes de plastico y
se lavaron con agua de grifo para eliminar las sales
superficiales, luego se dejaron secar al aire likre el
tiempo necesario hasta una humedad menor al 20%.
Después se procedio a la molienda hasta obtener un
tamano de particula menor a 0.5 mm. Fosteriormente
se llevo a cabo la extraccion en la planta piloto del
laboralorio de Biorrefineria de la Universidad
Autonoma de Coahuila en Saltilo, Mexico, donde
se utilizé una relacién 1:20 (1 g de alga y 20 mL de
agua: etanol) (Ramya et al. 2015). La extraccion se
realizé en un reactor batch, siguiendo la metodologia
descrita por Ferreira et al. (2019) con modificaciones,
considerando tres factores (temperatura, tiempo y
porcentaje de etanol) y tres niveles por factor. Las
condiciones de extraccion se describen en la Tabla
1, las cuales, se llevaron a cabo mediante un disefio
central compuesto. Los extractos se filtraron a traves
de un papel filtro y se almacenaron a -80 °C en un
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Tabla 1. Condiciones de extraccion y caracterizacion de los EAS.

Tratamiento T TE Etanol PT AR GSH
EAS ((C)  (min) (%) (mgg 'PS) (mgg 'PS) (mgg”' PS)
1 120 0 0 1.30° 0.20/ 1.7
2 120 0 50 0.91/ 0.18% 161
3 120 30 50 190/ 022 2.37h
4 120 30 0 163" 027" 2.874%
5 160 0 0 1.84/9 0.37° 3,090
6 160 0 50 2.18¢ 0.26" 2.59/-h
7 160 30 50 3477 0.437 32970
8 160 30 0 1.31' 033 322°0°¢
9 140 15 25 237074 032 312074
10 140 15 25 249" 0.34% 31474
1 140 15 25 2 450 0.347 3.307
12 120 15 25 247k 0.299 27677
13 160 15 25 2.3 0.35° 27504
14 140 0 25 2. 340 0.26" 2539k
15 140 30 25 2.43% 0.40° 301578
16 140 15 0 1.769" 0.29% 2.93%
17 140 15 50 2234 0.30 2.82¢f

Letras diferentes dentro de cada columna indican diferencias significativas entre tratamien-
tos (LSD, p = 0.05). EAS: Extracto de alga Samgassum spp.; T: Temperatura, TE: Tiempo
de extraccion; PT; Proteinas totales;, AA; Amincacidos;, GSH: Glutation; PS; Peso seco,

ultracongelador para su posterior analisis.

Caracterizacion de los EAS

A los 17 EAS producidos se les determind la
concentracion de proteinas totales, aminoacidos y
glutation (Tabla 1). La cuantificacion de proteinas
totales se realizd mediante la técnica espectrofo-
tometrica de Bradford (1976). En tubos de ensayo
se agregaron 0.1 mL del EAS y 1 mL del reactivo
Bradford para después dejar en reposo 5 minutos y
leer en espectrofotémetro Uv-Vis (Genesis 10s Uv-
Vis, Thermo Scientific) a 595 nm. Los aminoacidos
se cuantificaron por la técnica propuesta por Yemm
y Cocking (1956). En tubos de ensayo se agregaron
0.250 mL del EAS, 2.25 mL de buffer de citratos
a 009 M (pH 5) y 0.5 mL de ninhidrina al 0.35%,
para luego agitarlos y colocarlos en bafio Maria a
temperatura de entre 80 y 100 °C durante 20 min.
Terminada la reaccién, las muestras se colocaron en
un bano de hielo y se leyd en un espectrofotometro
Uv-Vis (Genesis 10s Uv-Vis, Thermo Scientific) a
570 nm. EI glutation se cuantificé siguiendo la
metodologia espectrofotométrica establecida por Xue
etal. (2001), mediante la reaccién del acido 5,5 ditio-
bis-2 nitro benzoico (DTNB). En tubos de ensayo se
agregaron 0.48 mL del EAS, 2.2 mL de NazHPO4 a

0.32 My 0.32 mL del colorante DTNB a 1 mM. Para
luego mezclar y dejar reposar por 15 minutos para
después realizar la lectura en un espectrofotémetro
Uv-Vis (Genesis 10s Uv-Vis, Thermo Scientific) a 412
nm. Los datos se reportaron en miligramos por gramo
de peso seco (mg g~ ! PS).

Material vegetal y condiciones experimentales
Semillas de tomate hibrido el CID F1 dela
compafia Harris Moran Seed Company, tipo
saladette y crecimiento indeterminado, se sembraron
en bandejas de poliestireno con una mezcla de sus-
trato de peat moss vy perlita (1:1 viv). El experi-
mento se establecid en un invernadero cubierto de
polietileno en el Departamento de Horticultura de
la Universidad Auténoma Agraria Antonio Narmo en
Saltillo, México. La temperatura promedio fue de 28
“Cy 50 a 60% de humedad relativa. Las plantulas
se cultivaron durante 30 dias hasta que desarrollaron
cuatro hojas verdaderas. Para luego trasplantarlas
a contenedores de unicel de 0.5 L con la misma
relacion de sustrato utilizada en la siembra. El sis-
tema de riego fue manual, dando un riego al dia a
capacidad de campo. La nutricion de las plantas
se realizé con una solucion nutritiva Steiner (1961)
al 25%. Las dosis aplicadas de los EAS fueron del
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1.5% de acuerdo con investigaciones realizadas por
Ramya et al. (2011), Kasim et al. (2015) y Ramya
et al. (2015). Los EAS se aplicaron via foliar uti-
lizando un aspersor hasta el punto de goteo, las
aplicaciones se realizaron cada 10 dias a partir del
trasplante, acumulando cuatro aplicaciones durante
la prueba que tuvo una duracion de 30 dias a partir
del trasplante. Las aplicaciones se realizaron entre
las 08:00 y 10:00 h con un aspersor manual. Para
evitar la pulverizacion de tratamientos vecinos, se uti-
lizé una barrera plastica flexible para aislar el espacio
de aplicacion.

Diseiio experimental

Se utilizd un disefio experimental completa-
mente al azar con 19 tratamientos, los cuales fueron:
17 EAS y dos controles, un producto comercial de
Ascophyllum nodosum y agua destilada como control
absoluto. Cada tratamiento tuvo 10 réplicas, dando
un total de 190 unidades experimentales.

Variables evaluadas

Se midieron las variables de crecimiento de al-
tura de plantula, diametro de tallo, nimero de hojas,
peso fresco y peso seco total de las plantulas. Las
variables bioquimicas evaluadas fuerom: pigmentos
fotosintéticos, proteinas totales, glutation, fenoles to-
tales, flavonoides y capacidad antioxidante hidrofilica
(ABTS).

La alura de plantula se midid6 con un
flexdmetro desde la base de la superficie del suelo
hasta el apice de crecimiento. El diametro del tallo
con un vernier digital entre la primera y segunda hoja
desde la base de la planta. También se contd el
nimero de hojas y se tomo el peso freso y seco del
vastago y raiz con una balanza digital.

Para determinar los compuestos bioquimicos
en las plantulas de tomate, el material congelado
se liofilizé. Para luego pulverizar la muestra en un
morterc de porcelana. Para la extraccion vy
cuantificacion de proteinas, glutation y capacidad
antioxidante hidrofilica (ABTS) se colocaron 100 mg
de tejido liofilizado en un tubo de 2 mL v se agregaron
10 mg de polivinilpirrolidona (PVP) para estabilizar los
compuestos. Posteriormente se agregaron 2 mL de

buffer de fosfatos 0.1 M (pH 7-7.2), se homogeneizo
en vortex durante 20 s, se sonicaron durante 5 miny
se centrifugé a 12 500 rpm a 4 °C durante 10 minutos,
para luego recolectar el sobrenadante para realizar
el analisis. Con la exiraccion se realizé la cuantifi-
cacion de proteinas y glutation, con las metodo logias
descritas en al apartado de caracterizacion de EAS y
los resultados se reportaron en miligramos por gramo
de peso seco (mg g_l PS).

La capacidad antioxidante hidrofilica (ABTS),
se determind por el método descrito por Re et al.
(1999), que se basa en la decoloracién del cali¢n
radical ABTS. El radical se obtuvo de la reaccidn dsl
ABTS a 7 mM con persulfato de potasio a 2.45 mM
(1:1 viv) en la oscuridad durante 16 h, posteriormente
se diluyé con etanol al 20% hasta obtener una ab-
sarbancia de 0.70.01 a 754 nm. Luego, para de-
terminar la capacidad antioxidante de los compuestos
hidrofilicos, en un tubo de 2 mL se colocaron 20 ulL
del extracto y 980 uL de la dilucion del radical ABTS,
se agitaron durante 5 s y se dejaron reposar 7 min
en oscuridad. La absorbancia se medié en un es-
pectrofotometro Uv-Vis (Genesis 10s Uv-Vis, Thermo
Scientific) a 754 nm. Los resultados se expresaron
en miligramos equivalentes de acido ascoérbico por
gramo de peso seco (mg EAA g‘1 PS).

Los pigmentos se determinaron con el método
descrito por Wellburn (1994), con ligeras modifica-
ciones, para lo cual, se agregaron 60 mg de tejido
liofilizado en un tubo de ensayo, paraluego adicionar
5 mL de metanol puro e incubar a temperatura am-
biente en oscuridad por 24 h para la extraccién com-
pleta de los pigmentos. Pasadas las 24 h se procedio
a medir la absorbancia en espectrofotémetro Uv-Vis
(Genesis 10s Uv-Vis, Thermo Scientific) a 666, 653
y 470 nm. La concentracion de los pigmentos se ex-
presa en miligramos por gramo de peso seco (mg g‘]
PS), usando las siguientes formulas:

Chla = [15.65(A666) — 7.34(A653)]

Chl b = [27.05(4653) — 11.21(4666)]

470)—2.86(Chl a)—129.2(Chl 1)]

Carotenoides = 110204 7

Los fenoles se determinaron segin Ila
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metodologia de Singleton et al. (1999). La mues-
tra se extrajo colocando 100 mg de tejido liofilizado
en un tubo de 2 mL y se agregaron 2 mL de solucién
de extraccion (agua: acetona 1:1 viv). La mezcla se
agitd mediante un vortex durante 20 s para después
llevar a sonicacién por 5 min. Finalmente, las mues-
tras se centrifugaron a 12 000 rpm durante 10 min a
4 °C para obtener el sobrenadante y proceder a la
cuantificacion. La cuantificacion se realizé en tubos
de ensayo al agregar 50 uL de cada muestra, 200
pL del reactivo Folin Ciocalteu al 100%, 500 L de
carbonato de sodio al 20% y 5 mL de agua destilada.
La mezcla se dejé reposar durante 30 minutos a 45
“C. Posteriormente la mezcla se leyé a una longitud
de onda de 750 nm en un espectrofotometro Uv-Vis
(Genesis 10s Uv-Vis, Thermo Scientific, Waltham,
MA, USA). Los resultados de fenoles se expresan en
miligramos equivalentes de acido galico por gramo
de peso seco (mg EAG g~! PS).

Los flavonoides se cuantificaron siguiendo
método de Zhishen et al. (1999). Los compuestos
fusron extraidos colocando 100 mg de tejido
liofilizado en tubos de 2 mL y agregando 2 mL
metanol al 80%. La mezcla se pasé por el vortex
durante 20 s, posteriormente se sonico por 5 minutos
y se centrifugo a 4 000 rpm durante 10 min a 4 *C.
Para la mezcla se colocaron 250 uL de la alicuota
en un tubo de ensayo, seguido de la adicién de 75
UL de NaNO:2 al 5% vy se agité mediante un vortex.
Después de 5 min se agregaron 150 uL de AICI3 al
10%; luego, se agregd un volumen de 500 pL de
NaOH 1 M, mas un volumen final de 2.025 mL de
agua destilada. La absorbancia se midié a 510 nm en
un espectrofotémetro Uv-Vis (Genesis 10s Uv-Vis).
Los flavonoides se cuantificaron mediante una curva
estandar de catequina, basados en peso seco (mg
ECg~! PS).

Muestreo de plantas

Para las wvariables de crecimiento se
seleccionaron cinco plantas al azar y de la misma
manera para compuestos antioxidantes. Se muestred
la hoja mas joven totalmente expandida, la cual, se
coloco en aluminio, se congeld inmediatamente con
nitrégeno liquido y se almacend en un wultraconge-

lador a -80 °C para su posterior analisis. El muestreo
y evaluacion de las plantulas se realizo 24 h después
de la dltima aplicacién de los EAS.

Analisis de datos

Se realizé un analisis de varianza y prueba de
medias de la diferencia minima significativa (LSD)
de Fisher (p < 0.05). Todos los procedimientos es-
tadisticos se realizaron utilizando el software Infostat
(v2018).

RESULTADOS

Caracterizacion de los EAS

Los resultados indican que las diferentes
condiciones de extraccion causaron diferencias en
la concentracion de metabolitos nitrogenados en los
EAS (Tabla 1). Se puede apreciar que el EAS que
presentd mayores concentraciones de estos
metabolitos es el EAS7 (160 “C/ 30 min/ 50% de
etanol), el cual, muestra valores de 3.47, 0.43 y 3.29
mg g‘1 PS para proteinas, aminoacidos y glutatidn,
respectivamente. En cuanto al tratamiento que pre-
sentd los valores mas bajos, fue el EAS2 (120 °C/ 0
min/ 50% etanol), dicho EAS muestra valores de 0.91,
0.18y 1.61 mg g‘1 PS para proteinas, aminoacidos
y glutation, respectivamente. El resto de los EAS
muestra valores entre los rangos del EAS2 vy EAST.
De igual manera se puede apreciar que confarme au-
menta la condicion de extraccién, la concentracion de
metabolitos en los EAS es mayor.

Parametros de crecimiento de las plantulas

Los resultados senalan que las aplicaciones fo-
liares de los EAS en las plantulas de tomate causaron
cambios significativos (p < 0.05) en los parametros
de crecimiento (Tabla 2 y 3). EI EAS con mejores re-
sultados fue el denominado EAS7Y, este EAS aumento
la altura de plantula, nimero de hojas, diametro de
tallo, materia fresca y seca total en un 8.67, 18.42,
32.32, 25.03 y 11.59%, respectivamente, en com-
paracion con el control absoluto. En cuanto a la apli-
cacion del producto comercial se observd un incra-
mento en todas las variables en comparacion al con-
trol absoluto, pero no superior que el de la mayoria de
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los EAS. Se puede apreciar que el control absoluto
en todos los parametros de crecimiento estadistica-
mente es de los mas bajos, a excepcion de la variable
de altura de plantula, en donde el tratamiento mas
bajo es el EAS3 (120 °C/ 30 min/ 50% etanol), dicho
tratamiento fue superado por el control absoluto en
un 7.59%.

Tabla 2. Efecto de los EAS sobre variables de altura, numero
de hojas y didmetro de tallo en plantulas de tomate,

Tratamianto Altura MNumemn da Diametro de tallo

(EAS) (em) hojas (mm}
1 420 f gob—d 6.64° F
2 42 420 fF 7.8 6.24/9
3 38.169 gaa—d 6.98%
4 41924/ 9.2 7he
5 43157 f gEr ¢ 6.34°°¢
6 4314°f g4a—d 6.68° ¢
7 446270 g 7.867
8 4217/ 8.8 7he
9 41,78 B.ETC 6.520f
10 43.64°°¢ 8.EIC 6.54-F
1 4338%f 7.84 6.449f
12 45247 g.4a—d 6.66°
13 44 987 gb 7,02
14 44,70 8,870 7.180
15 42367 f 927 6725
16 44 49-¢ 8474 7.025
17 44377 8474 6.8407
PC 43.82°°¢ BB 6449 f
To 41.06" 7.6¢ 5949

CV (%) 451 9.29 5.09

Letras diferentes dentro de cada columna indican diferencias
significativas entre tratamientos (LSD, o = 0.05). EAS: Extracto
de alga Sargassum spp.; PC: Producto comercial; TO: Control
ahsoluto; CV: Coeficiente de variacion.

Pigmentos fotosintéticos

La concentracion de pigmentos en las hojas
de las plantulas de tomats se incrementd sustan-
cialmente (p < 0.05) con la adicion foliar de los
EAS. Se puede apreciar que el mejor tratamiento,
fue el EAS12 (120 °C/ 15 min/ 25% etanol), el cual,
incrementd la clorofila a, clorofila b, clorofila total
y carotenoides en un 33.69, 25.91, 31.17 y 100%,
respectivamente, en comparacion con gl control ab-
soluto, el cual, fue el que presentd los valores mas
bajos (Tabla 4). En cuanto al producto comercial,
muestra valores intermedios de concentracion.

Proteinas y estado antioxidante de las plantulas

En cuanto a las proteinas y compuestos an-
tioxidantes de las plantulas de tomate el analisis es-
tadistico muestra que se presentaron cambios signi-
ficativos (p < 0.05) por la adicion foliar de los EAS. En
cuanto al mejor tratamiento, fue el denominado EAS7Y,
ya que, aumentd las proteinas, glutation, fenoles to-
tales, flavonoides (Figura 1) y la capacidad antioxi-
dante hidrofilica AETS (Figura 2) de las hojas &n un
386.48, 15.92, 22.05, 35.99 y 18.86%, respectiva-
mente, en comparacion al control absoluto, el cual,
fue de los tratamientos que presentd los valores mas
bajos. En cuanto al producto comercial, presentd
valores intermedios de concentracion. En general el
EASY fue superior al resto de los tratamientos ya que
los superd estadisticamente en proteinas, glutation,
fenoles totales y flavonoides, pero no en capacidad
antioxidante. En esta variable los mejores tratamien-
tos fueron sl EAS4 (120 °C/ 30 min/ 0% etanol) y
EAS16 (140 °C/ 15 min/ 0% etanol), seguidos por
el EAST. Probablemente estos tratamientos son ri-
cos en otros compuestos antioxidanies que no se
determinaron, a lo cual, se debe su mayor capacidad
antioxidante.

DISCUSION

Caracterizacién de los EAS

Los extractos de algas pardas estan ganando
interés creciente, por su composicion Unica de com-
puestos de interés en la agricultura. Recienternente
se estan utilizando diversas técnicas de extraccion de
compuestos bioldgicamente activos ques son amables
con el medio ambiente (Michalak y Chojnacka 2015,
Shukla et al. 2019). Cada técnica de extraccion que
se utilice mostrara resultados diferentes en cuanto
a la concentracion de los compuestos de interés,
por lo cual, dichas técnicas se tienen que elegir de
acuerdo a los objetivos del estudio y alos materiales
disponibles (Michalak y Chojnacka 2014). En este
estudio la extraccién se realizd mediante un reac-
tor batch controlando temperaturas, tiempos y por-
centaje de etanol. Por lo que los resultados obtenidos
en la caracterizacion de los EAS se pueden atribuir
las condiciones a las que fue sometida el alga, lo que
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Tabla 3. Efecto de los EAS sobre biomasa aérea y de raiz en plantulas de tomate,

Tratamiento PFV PFR P3V PSR PFT PST

(EAS) () (a) (@) (@) (a) (a)
1 53.067 7437 F 16047 7 20077 604977 1813 "
2 52.44¢ 595/°%  1g.o08t~/  1.590h 58.38  17.67/h
3 53.91¢ 9.37" 16200 F 255" gazyE Sl qmystoe
4 573104 751~ 1537 ¢ 208 f 64.82°F  18.61°°¢
5 52.83¢ 5819?1552/ 1959 59.Ga°f 17.47"
6 61,4977 9,527 17.06" 2617 71.02% 19,687
7 62.917 9.77" 16.817¢  2.74% 72.67° 19,5490
8 57b—d BE2? 16849 ° 248°° 582b ¢ 19320
9 59.687°¢  gge-c 16847 C 23779 ggast ¢ g2
10 53.88¢ 5, 799" 15800 16" sgevS 17.52%
1 566309 34979 qg0570 2497 g5i2d 19367 €
12 54,519 7.04°9 g o9 g1sst S 19t
13 53,414 9.89" 16,60 276" 6331 1938
14 55.44°7 77487 qgase e z2agbe gates S 1es4c S
15 57.030 4 5.39" 161705 1390 62429 F 17580
16 52387 70099 124" f 208 f 59477 18337t
17 55,3277 72gcf 139t 2ot B2E19 S 1B4s” S
PC 5579 540 F 16779 18" e2o2g? S 1msec S
TO 52 257 5.879" 1583  1g8/°" 58121 17.51"

CV (%) 7.31 14,73 3.82 15.3 6.7 3,96

Letras diferentes dentro Jde cada columna indican diferencias significativas entre tratamien-
tos (LSD, p = 0.05). EAS: Extracto de alga Sargassum spp.; PC: Producto comercial, TO:
Control absoluto; CV: Coeficiente de variacion; PFV: Peso fresco del vastago, PFR: Peso
fresco de la raiz; PSV: Pesc seco del vastago; PSR: Peso seco de la raiz; PFT: Peso fresco
total, PST: Peso seco total,

Tabla 4. Efecto de los EAS sobre pigmentos fotosintéticos en hojas de plantulas

de tomate.
Tratamiento Chla Chl b Chl T Caro
(EAS) (mgg'PS) (mgg 'PS) (mgg 'PS) (mgg ' PS)

1 5,757 2.917 8.7 0227 "

2 52/ 2620 782/ 0.310-¢

3 486" 2.54¢f 7.4 0.21°h

4 514" 2.61¢ 7757 p.aoeh

5 5.54° 2.g2b—4 8.36° 02479

[ 483" 2.56% 7.30/ 013

7 5.84° 2870 BTt 0.25°f

B 437" 2565 7.4304 R

9 4,958 2.61¢f 75691 0.15"
10 5.31° 2687 7.99¢ 0.22¢h
1 431" 2.56% 74774 015"
12 6237 3117 9.34% 0.34%F
13 503 2 664 7.60/9 o2t
14 5447 2.g3be 8.27¢ 0.33"
15 576" 293" 8.69" 0.320¢
16 5.6° 28304 843 0.417
17 4999 2.58% 757 0.247-4
PC 5.36° 267 8.037 029"
To 4,66 247/ 7.12% 0177
CV (%) 0.94 a7 1.27 19.53

Letras diferentes dento de cada columna indican diferencias significativas en-
tre tratamientos (LSD, p < 0.05). EAS: Extracto de alga Sargassum spa.; PC:
Producto comercial, TO: Control absoluto; CV: Coeficiente de variacion; Chl a:
Clorofila a; Chl b: Clorcfila b; Chl T: Clorofila total, Care: Carctencides; PS: Peso
Seco.
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Tratamientos (EAS)
Figura 1. Proteinas y compuestos antioxidantes en hojas de plantulas de tomate tratadas con aplica-
ciones foliares de EAS. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientes (LSD, p =
0.05). PS: Peso seco, PC: Producto comercial, T0: Control abscluto, EAG: Equivalentes de acido galico,
EC: Equivalentes de catequina; EAS: Extracto de alga Sargassum spp. Los intervalos de las baras repre-

sentan el error estandar,

nos indica que entre mas severa fue la condicién
de extraccion (160°C/ 30 min/ 50% etanol), la obten-
cién de metabolitos fue mayor. En este sentido al
elevar la temperatura del solvente (agua: etanol) la
extraccion es mayor, ya que, se facilita la lisis celu-
lar, provocando una mayor liberacion de compuestos
bioactivos, y el mantener dichas condiciones por lap-
sos mas prolongados aumenta el rendimiento de la
extraccion (Heffernan et al. 2016, Casagrande et
al. 2018). Es por eso que la mayor concentracion
de proteinas, aminoacidos y glutatién lo presenté el
tratamiento EAS7Y, el cual, presenta las condiciones

mas elevadas de extraccion (Tabla 1). Estos resulta-
dos son similares a los reportados por Ferreira et ai.
(2019) quienes muestran que en Fucus vesiculosus
a temperaturas y tiempos mas elevados (120 “C ¥
4 h, respectivamente) de extraccion se obtienen las
mejores concentraciones de compuestos bioactivos.
De la misma manera Fu et al. (2016) muestran un au-
mento en la capacidad antioxidante de extractos de
diferentes algas en la medida que aumenta el tiempo
de extraccion.

Hay estudios que indican que a mayores tem-
peraturas y tiempos de extraccion es posible obtener
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Figura 2. Capacidad antioxidante hidrofilica en hojas de plantulas de tomate tratadas con aplicaciones fo-
liares de EAS. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (LSD p = 0.05). ABTS:
2,2 -Azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-B-sulfonic acid); EAA: Equivalentes de acido ascorbico; PS: Peso seco;
PC: Producto comercial; TO: Control absoluto; EAS: Extracto de alga Sargassum spp. Los intervalos de las

barras representan el error estandar.

mayores concentraciones de compuestos, pero a su
vez, las mismas condiciones pueden ocasionar la
degradacion de los mismos (Ferreira et al. 2019). Lo
cual, aparentemente no sucedid con los compuestos
que se determinaron en este estudio, posiblemente
porgque se necesitan condiciones mas severas para
su degradacion, ya que, los enlaces que presen-
tan estos compuestos (proteinas, aminoacidos y glu-
tation) son covalentes, los cuales, son los mas fuertes
y dificiles de romper (Lin ef af. 2020).

Parametros de crecimiento de las plantulas

La obtencién de plantulas de calidad depende
de su genética, fisiologia y un ambiente favorable
para el desarrollo de raiz y vastago (Giménez et
al. 2008). En la actualidad la produccién y propa-
gacion de plantulas esta afectada por diferentes es-
trés ambientales que deterioran su calidad, lo que, las
hace propensas a infeccicnes por patdégencs (Ruan
et al. 2009), lo que lleva a buscar alternativas. Los
resultados obtenidos, posiblemente son atribuidos a
la mayor concentracion de metabolitos nitro-
genados en el EAS7 (proteinas, aminoacidos y glu-
tatién), los cuales, al ser fuentes de N y precursores
hormonales modifican positivamente el metabolismo,

lo que mejora el crecimiento y la acumulacién de
biomasa en los cultivos (Hermandez et al. 2009,
Hernandez-Herrera etal. 2014, Teixeira et al. 2017}.

La produccién de plantulas sanas y vigorosas
favorecen su arraigo y buen desarrollo en campo
(Preciado-Rangel et al. 2002). Los resultados son
consistentes con los reportados por Kumari et al.
(2011) quienes demostraron que la aplicacion fo-
liar, en drench y combinada de extractos de Sar-
gassum johnstonii mejord la altura, longitud de los
brotes, numero de hojas y la longitud de la raiz en
plantas de tomate a dosis de 10%. Lo que se
atribuye a la presencia de auxinas, citoguininas y nu-
trientes esenciales en los extractos utilizados. Sobre
lo mismo Kalaivanan y Venkatesalu (2012) evaluaron
el efecto de la aplicacion de extractos de Sargassum
myriocystum como estimulante en plantulas de frijol,
reportando que dosis bajas (10%) incrementan la al-
tura, longitud de la raiz, peso fresco y seco de las
plantulas; mientras que dosis altas, mayores de 10%,
mostraron tendencias decrecienles. Mientras que Vi-
jayanand et al. (2014) al evaluar aspersiones foliares
de extractos de Sargassum wightii en el cullivo de fri-
jol indican que tratamientos a dosis de 1.5%, al igual
que este experimento mejoraron los parametros de
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crecimiento del cultivo en comparacién con el control.

Pigmentos fotosintéticos

La capacidad fotosintética de las hojas esta
relacionada con el contenido de N, principalmente
porque las proteinas de los tilacoides y las que ac-
tian en el ciclo de Calvin representan la mayoria
del N foliar (Latsague et al. 2014, Sanchez et al.
2018}, lo cual, esta relacionado con la concentracion
de metabolitos nitrogenados en los EAS, motivo por
el cual, se cree que todos los EAS incluido el producto
comercial incrementaron la concentracion de pigmen-
tos en comparacion al control absoluto.

Tambien hay estudios que demuestranque los
extractos de algas pardas contienen betainas, com-
puesto que cumple diversas funciones en las plantas,
como osmoprotector ante el déficit hidrico, sin em-
bargo, su rol principal esta en el incremento de la
actividad fotosintética, ya que, evita la degradacion
de los pigmentos (Blunden et al. 1996, Estaji et al.
2019). Como lo mencicnan Zermefo-Gonzélez et
al. (2015) quienes demuestran que la adicion fcliar y
drench de extractos de Sargassum spp. a dosis de
1L ha~! en vid aumentd significativamente la con-
centracion de clorofilas en las hojas. Mientras que
Vijayanand et al. (2014) también indican que asper-
siones foliares de extractos de Sargassum wightii a
dosis de 1.5% incrementan la concentracion de pig-
mentos fotosintéticos en hojas de frijol.

Proteinas y estado antioxidante de las plantulas
Un antioxidante es cualquier molécula que re-
trasa, previene o elimina el dano oxidativo a8 otras
moleculas, con la eliminacion o neutralizacion de es-
pecies reactivas de oxigeno, nitrégeno y azufre pro-
ducidas durante el estrés, las cuales, son causantes
de dicho dafo oxidativo, induciendo asitolerancia en
las plantas (Olson et al. 2017, Kapoor et al. 2019,
Chib et al. 2020). Los resultados de esta investi-
gacion posiblemente son producto de la mayor con-
centracion de metabolitos en el EAS7 (Tabla 1), los
cuales, actilan como bioestimulantes, como los com-
puestos nitrogenados presentes (proteinas, aminoa-
cidos y glutation). Al respecto, varios estudios de-
muestran que este tipo de metabolitos tienen la ca-

pacidad de activar el sistema de defensa de las plan-
tas, al inducir maycr sintesis de compuestos antioxi-
dantes, como lo indican Kodllist et al. (2019) y Shukla
et al. (2019) quienes reportan que las membranas
celulares cuentan con una serie de sensores, los
cuales, tienen la funcién de unirse al metabolito v
eventualmente desencadenar una serie de senaliza-
ciones celulares que resultan en la activacion del sis-
tema de defensa, por lo cual, se incrementa la sine-
sis y actividad de compuestos antioxidantes, como los
enzimaticos (superbdxido dismutasa. catalasa, ascor-
bato peroxidasa y glutation peroxidasa) y no enzimati-
cos (fenoles, carotenoides, glutation y vitaminas) (He
et al. 2018, Shukla et al. 2019). Los antioxidantes en-
zimaticos se consideran la primera linea de defensa,
la cual dificulta la produccion de radicales libres que
conduce al estrés oxidativo, en cambio los antioxi-
dantes no enzimaticos participan en la segunda linsa
de defensa, que se encarga de inhibir la produccion
de dafios causados por la reaccion oxidativa (Haida y
Hakiman 2019).

Existen estudios que indican que los EAS
pueden incrementar la sintesis de compuestos
antioxidantes, como lo muestran Vijayanand et al.
(2014) quienes afirman que la aplicacion foliar de ex-
tractos de Sargassum wighti a dosis de 1.5% aumen-
tan la concentracién de azucares reductores y acido
ascorbico en las hgjas de frijol. Mientras que Kumari
et al. (2011) al evaluar la aplicacion foliar, drench
y combinada de extractos de Sargassum johristonii
sobre el contenido de compuestos bicactivos en fru-
tos y hojas de tomate, reportan que todas las for-
mas de aplicacién mejoraren la sintesis de proteinas,
azucares, fenoles, acido ascorbico y licopeno a do-
sis de 10%. Mientras que Vasantharaja et al. (2019)
demostraron que la adicion foliar de extractos Sar-
gassum swartzii al 3% incrementé la concentracion
de proteinas, fenoles totales, flavonoides y capaci-
dad antioxidante DPPH en frijol. De forma similar
Kasim et al. (2015) informaron que 2l pretratamienio
de semillas de trigo con extractos de Sargassum lati-
folium al 1.5% mejoré el mecanismo de defensa (en-
zimatico y no enzimatico) de las plantulas al ser es-
tresadas por sequia.

Es importante mencionar que los EAS tam-
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bién son ricos en carotenoides, vitaminas, fenoles,
hormonas, azucares y minerales, los cuales, posible-
mente también influyeron en todos los resultados y
no solo los nitrogenados. Aunado a esto se puede
observar que existen respuestas muy diferentes en
cada una de las variables estudiadas de acuerdo
al tratamiento aplicado, lo cual, depende del tipo
de material, sistema de produccion, condiciones
ambientales y la concentracion de los EAS. Cada
uno de estos factores afecta de manera diferente el
desarrollo y sintesis de metabolitos en las plantas. El
material vegetal y el sistema de produccién son de
importancia, ya que, de esta manera se pueden con-
trolar ciertos factores ambientales que son causantes
de estrés (Holzkamper 2017, Khaki et al. 2019). La
concentracion de los EAS es algo que siempre se
tiene que tomar en cuenta, y lo mas recomendable
de acuerdo a diferentes investigaciones es aplicar
este tipo de bioestimulantes a dosis bajas (Kauffman
et al. 2007).

CONCLUSIONES

Los resultados indican que los EAS
modificaron de forma positiva los parametros
de crecimiento y de compuestos antioxidantes

en las plantulas de tomate. El EAS7 fue el que
mejores resultados presentd al aumentar el
crecimiento, biomasa y la concentracion de com-
puestos antioxidantes. En cuanto a los pigmentos
fotosintéticos el EAS12 fue el que mejores resultados
ccasiond. Lo que indica que los EAS son una op-
cién viable para producir plantulas méas vigorosas y
con un mejor sistema de defensa, lo cual, mejora la
adaptacion de las plantulas después del trasplante.
En cuanto a la caracterizacion de los EAS, el EAS7Y
(160 °C/ 30 min/ 50% de etanol) fue el que pre-
sentd la mayor concentraciéon de metabolitos nitro-
genados, esto posiblemente a que las condiciones
de extraccion fueron las mas severas, por lo cual, se
cree que provocd los mejores efectos en las plantulas.
Se recomienda el uso del EAS7Y, 2n estos sistemas
de produccion.
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Resumen: Los extractos de algas contienen biomoléculas que se han utilizado en la
agricultura para mejorar el crecimiento, rendimiento y calidad de los cultivos. Utilizando
Sargassum spp. Yy aplicando un disefio central compuesto, mediante un reactor batch se
evaluaron diferentes condiciones de temperatura (120, 140 y 160 °C), tiempo de
extraccion (0, 15 y 30 min) y porcentaje de etanol (0, 25 y 50%), y se encontraron las
condiciones Optimas de extraccion para glutation reducido: 153.28 °C durante 23.95 min
con 14.92% de etanol con un rendimiento de extraccion aproximado de 3.31 mg g* de
peso seco. En el experimento solo se muestran los valores de optimizacion de esta
biomolécula para experimentos posteriores junto con una prediccion matematica del
contenido de diferentes biomoléculas. También se presenta una caracterizacion
bioquimica de los extractos producidos mediante las diferentes condiciones. Los
extractos producidos fueron probados como bioestimulantes en plantulas de tomate para
ver su efecto en el crecimiento y acumulacion de biomasa. El contenido de biomoléculas

nitrogenadas (proteinas, aminodcidos y glutation reducido), de fenilpropanoides (fenoles
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totales y flavonoides), de fitohormonas (acido indol-3-acético y trans-zeatina), de
monosacaridos (glucosa, galactosa, manitol y fucosa) y la capacidad antioxidante se
determind para cada condicion experimental. Cada variable estudiada presento
diferencias significativas, siendo la condicion de 160 °C durante 30 min y 50% de etanol
la que mostrd la mayor concentracion de biomoléculas. Respecto a la aplicacion de los
extractos, el producido a 160 °C con 30 min y 50% de etanol fue el que mejoré los
parametros de crecimiento y biomasa de las plantulas de tomate. Estos resultados
evidencian que los extractos hidro-etandlicos de Sargassum spp. son adecuados para su

uso como bioestimulantes agricolas.

Palabras clave: optimizacion; extracto de algas; reactor batch; glutation reducido;

bioestimulacion vegetal; metabolitos primarios y secundarios

1. Introduccion

La produccion de cultivos agricolas constantemente es amenazada por diferentes
tipos de estrés, los cuales, son responsables de la baja calidad y cantidad de los
productos (Francini et al., 2019; Tiwari et al., 2020). Sin embargo, debido al impacto
negativo del estrés se han desarrollado estrategias basadas en recursos bioldgicos,
incluidos los bioestimulantes de origen botanico y de algas, los cuales, han demostrado
ser eficaces en la mejora del rendimiento y calidad de los cultivos (Carrillo et al., 2020).

Los extractos de algas han sido utilizados en el sector agricola como
bioestimulantes vegetales (Shukla et al., 2019). El potencial de estos extractos se le
atribuye al alto contenido de minerales, carbohidratos, aminoacidos, proteinas,
compuestos fendlicos, vitaminas y carotenoides (Nabti et al., 2017; Ryabushko et al.,
2017). Ademas, existen estudios que reportan la presencia de fitohormonas (auxinas,
citogquininas y giberelinas) (Benitez-Garcia et al., 2020). Estas fitohormonas funcionan
como mensajeros quimicos y regulan diversos procesos fisioldgicos y bioquimicos en las
plantas (Depuydt et al., 2011; Sharma et al., 2019). En general, las biomoléculas
presentes en los extractos tienen la capacidad de enriquecer el suelo, mejorando asi la
actividad microbiana del mismo (Chatterjee et al., 2017). Ademas, cumplen en las

plantas con una funcién protectora por su alto poder antioxidante, lo cual, proporciona
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tolerancia al estrés bidtico y abidtico (Jayaraman et al., 2011; Di Stasio et al., 2018).
Aunado a esto, la funcion de cada uno de los compuestos también se relaciona con
actividades promotoras del crecimiento y desarrollo vegetal (Ali et al., 2021).

Las algas pardas son las mas utilizadas en la agricultura, por su mayor contenido
de biomoléculas de interés y por la concentracion considerable de elementos esenciales
para las plantas (Carrillo et al., 2020). Existen investigaciones que demuestran que las
algas pardas contienen cantidades de nitrogeno (N) y potasio (K) similares a las de
fertilizantes organicos (Trejo-Valencia et al., 2018). Dentro de las algas pardas mas
utilizadas destacan los géneros Ascophyllum, Fucus y Ecklonia, sin embargo, en los
ultimos afios, las algas del género Sargassum han invadido las costas del Caribe, lo que
ha causado problemas ambientales, turisticos y de salud publica (Trejo-Valencia et al.,
2018; Chéavez et al., 2020; Gonzalez-Morales et al., 2021). Ante esta situacion se
desarrollaron estrategias para mitigar el problema, y una de ellas es su uso en la
agricultura. Dicho uso es en forma de compostas, en fresco y extractos, siendo este
ultimo el mas estudiado (Bula-Meyer, 2004; Craigie, 2011; Cole et al., 2016).

Existen estudios que informan que los extractos de algas Sargassum spp. (EAS)
inducen mejoras en los procesos fisioldgicos y bioquimicos de las plantas, como en la
germinacién, el desarrollo de raices, la mejor absorcion de nutrientes y la tolerancia al
estrés bidtico y abidtico, lo cual, se relaciona con aumentos en el rendimiento y calidad
de los cultivos (Hernandez-Herrera et al., 2014; Fatimah et al., 2019; Shukla et al.,
2019).

Existen diversos procedimientos para la extraccion de biomoléculas de algas
marinas; dichas extracciones se realizan utilizando diferentes técnicas como las
hidrotérmicas, microondas, ultrasonido, fluidos supercriticos y enzimaticas (Machmudah
et al., 2018; Shukla et al., 2019). De acuerdo a la técnica de extraccion se pueden utilizar
solventes polares o apolares, lo cual, va en funcion de las biomoléculas de interées
(Shukla et al., 2019; Chavez Garcia et al., 2020).

Los extractos hidro-etandlicos son considerados como los mas eficaces en la
extraccion de compuestos bioactivos con fines agricolas, ya que, el etanol es uno de los
solventes mas nobles y usado a bajas concentraciones no causa efectos negativos en las

plantas, por lo que, este tipo de extracciones son las que mas se utilizan para obtencion
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de biomoléculas con fines bioestimulantes en la agricultura (Imbs et al., 2011; Sarifiana-
Aldaco et al., 2021). Al usar agua y etanol para las extracciones en cualquier tejido
vegetal se extraen en su mayoria compuestos hidrofilicos como: proteinas, aminoacidos,
compuestos fenolicos, carbohidratos y algunas fitohormonas (Medrano Macias et al.,
2021).

El tomate es el cultivo horticola més producido y estudiado en el mundo, esto
porque contiene un alto valor nutricional debido a los altos niveles de minerales,
vitaminas, proteinas y carotenoides que contribuyen en beneficios para la salud humana
(Gonzalez-Garcia et al., 2019; Salehi et al., 2019). Sin embargo, es amenazado por
diferentes tensiones ambientales que reducen su rendimiento y calidad (Gonzalez-Garcia
et al., 2019). Ante esta situacion es imprescindible buscar alternativas para mitigar
ciertas tensiones. Para obtener éxito en la produccion de cultivos es de basta importancia
la produccion de plantulas de calidad, ya que, este es un factor limitante (Preciado
Rangel et al., 2002). El producir plantulas de calidad ya garantiza hasta cierto punto un
buen desarrollo del cultivo, de lo contrario, las plantulas de mala calidad seran mas
propensas al ataque de patdgenos y a las condiciones climaticas adversas, lo que traera
bajos rendimientos y de baja calidad (Preciado Rangel et al., 2002; Qin et al., 2020).

Por lo anterior, el objetivo del presente estudio fue evaluar y optimizar las
condiciones de extraccion hidro-etandlicas mediante un reactor batch para obtener
biomoléculas bioestimulantes a partir de Sargassum spp. y estudiar su efecto en
plantulas de tomate. Se utilizé un disefio experimental central compuesto (DCC) para
verificar la influencia de la temperatura, tiempo de extraccion y porcentaje de etanol en
la extraccion de glutation reducido (GSH), y se establecio la condicidén que incrementa

su concentracion.

2. Materiales y Métodos

2.1. Recoleccion de Sargassum spp.
El alga Sargassum spp. fue recolectada en el mar Caribe mexicano. Las muestras
se transportaron al laboratorio, posteriormente se lavaron con agua de grifo para eliminar

la sal y luego se dejaron secar a temperatura ambiente hasta mantener una humedad
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menor al 20%. Posteriormente el alga se moli6é con una licuadora casera hasta obtener un
tamafio de particula menor a 0.5 mm. El material molido se guardd en bolsas de plastico

a temperatura ambiente para su uso en los procedimientos de extraccion.

2.2. Optimizacion de la extraccion de biomoléculas bioestimulantes

La extraccion se llevd a cabo en un reactor batch en la planta piloto del
laboratorio de Biorrefineria de la Universidad Autonoma de Coahuila (Saltillo, México),
donde se utilizd una relacion 1:20 (1 g de alga y 20 mL de agua: etanol) (Ramya et al.,
2015). A los extractos producidos de acuerdo con las diferentes condiciones de
extraccion se les cuantificaron diferentes biomoléculas con poder bioestimulante y se
eligid una para optimizar su extraccion. La Tabla 1 muestra las variables independientes
de temperatura, tiempo y concentracion de etanol sobre el rendimiento de extraccion de
GSH. La eleccion de la biomolécula fue con base en un analisis de varianza (ANOVA),
condiciones éptimas de extraccion de cada biomolécula (manejando solo los rangos de
cada factor) y con los efectos prometedores que puede tener en los cultivos agricolas
(Tabla 2). Para la optimizacion de la extraccion de la variable de respuesta elegida
(GSH) mediante un DCC con un nivel de confianza del 95% se consideraron tres
factores (temperatura (X1 °C), tiempo de extraccion (X2, min) y concentracion de etanol
(X3, %), tres niveles por factor y tres replicas en el punto central y se aplic la
metodologia de superficie de respuesta. Los factores bajos y altos se codificaron como -
1y +1; el punto central se codifico como 0.

Los datos fueron analizados por el software estadistico STATISTICA 7® para
obtener la condicion optima (CO) al disefio estadistico, lo cual, se realizd con cinco
replicas. Los resultados se analizaron mediante un ANOVA, y las respuestas y variables
(en unidades codificadas) se correlacionaron mediante analisis de superficie de respuesta

para obtener los coeficientes de la ecuacion 1 para el DCC.
Y=B,B,X; B, X0t B.Xs+B, XiXo+B, X Xs+p, XoXs+B, Xi+B, ,Xo+B, X (1)

Donde Y es la respuesta evaluada; Po es la constante; B1 a B33 son los coeficientes

asociados a los efectos lineales, cuadraticos y de interaccion, respectivamente, de las
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variables X1, X2 y Xs, respectivamente. Los modelos estudian el efecto de cada variable
independiente y todas las interacciones entre ellas sobre respuestas particulares (GSH).

Tabla 1. Condiciones experimentales utilizadas para la extraccion de GSH de biomasa
de Sargassum spp. segln el DCC con tres factores, temperatura (X1, °C), tiempo (Xz,
min) y concentracion de etanol (X3,%) y resultados obtenidos para la respuesta al
rendimiento de extraccion de GSH.

EAS X1 X2 X3 GSH

(mg g* PS)
1 120 (-1) 0 (-1) 0 (-1) 1.78+0.011
2 120 (-1) 0 (-1) 50 1) 1.61+0.05i
3 120 (-1) 30 1) 50 (1) 2.37+0.07h
4 120 (-1) 30 1) 0 (-1) 2.87 +0.08 de
5 160 1) 0 (-1) 0 (-1) 3.09£0.07 b-d
6 160 1) 0 (-1) 50 1) 2.59 +0.16 f-h
7 160 1) 30 1) 50 1) 3.29+0.02ab
8 160 1) 30 1) 0 (-1) 3.22+0.43a-c
9 140 0) 15 0) 25 0) 3.12+0.08 a-d
10 140 0) 15 0) 25 0) 3.14+0.19 ad
11 140 0) 15 0) 25 0) 3.30+0.07 a
12 120 (-1) 15 0) 25 0) 2.76 £ 0.04 e-g
13 160 1) 15 0) 25 0) 2.75+0.35 e-g
14 140 0) 0 (-1) 25 0) 2.53+£0.35gh
15 140 (0) 30 (1) 25 0) 3.01+0.45c-e
16 140 0) 15 0) 0 (-1) 2.93 +0.05 de
17 140 (0) 15 (0) 50 (1) 2.82 +0.07 ef

Letras diferentes dentro de cada columna indican diferencias significativas entre
tratamientos (LSD, p < 0.05). EAS: Extracto de alga Sargassum spp.; GSH: glutation;
PS: Peso seco; n =5 * Desviacion estandar (DE).

Tabla 2. ANOVA realizado para la obtencion de p-valor de las diferentes biomoléculas extraidas a partir de biomasa de Sargassum
spp. con el DCC y tres factores, temperatura (X, °C), tiempo (X,, min) y concentracion de etanol (X3, %).

Fuente  GSH PT AA FT FL CAET AIA tz GLU GAL MAN FUC

X1 0.007* 0.011* 0.001* 0.0005* 0.12 0.33 0.32 0.025* 0.0009* 0.01* 0.0001* 0.000007*
Xq? 0.303 0758  0.496  0.0621  0.60 0.23 040 0239 01783 067 0.0406* 0.003577*
Xz 0.012* 0.042* 0.005* 0.0005* 0.02*  0.59 0.55 0.024* 0.0122* 0.01* 0.0010* 0.000057*
X2 0336 0589  0.747 0.5458  0.89 0.57 023 0.132 0.7222  0.63 0.5005  0.722886
X3 0.266  0.014* 0.957 0.0056* 0.66 0.07 0.73 0113 04809 0.03* 0.0323*  0.997259
Xq? 0.656  0.023* 0.097 0.0086* 0.16 0.89 0.14 0963 03759 043 0.1805  0.398378
X1 Xz 0.302 0497  0.567 0.6149  0.64 0.32 0.85 0.007* 0.0035* 0.02* 0.0042* 0.000111*
X1 X3 0.736  0.013*  0.327 0.0613 0.02* 0.34 0.85 0.863 0.1427 0.06 0.0643  0.735186
Xz X3 0.745  0.016* 0.177 0.1464  0.43 0.22 0.13  0.492 09146 0.11 0.1080  0.916650
R? 0835 0905 0886 09529 0.78 0.62 055 0863 09030 0.87 0.9460 0.9768
R?aj 0.623 0.784  0.739 0.8924  0.50 0.13 0.00  0.687 0.7784 0.71 0.8767 0.94698

El valor de *p < 0.05 indica que los términos del modelo son significativos. GSH: Glutation reducido; PT: Proteinas totales; AA:
Aminodcidos; FT: Fenoles totales; FL: Flavonoides; CAET: Capacidad antioxidante en equivalentes trolox; AlA: Acido indol-3-
acético; tZ: Trans-zeatina; GLU: Glucosa; GAL: Galactosa; MAN: Manitol; FUC: Fucosa.
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2.3. Caracterizacion bioquimica del alga seca y los EAS
El contenido de humedad, cenizas, fibra y proteina cruda del alga se determiné
siguiendo los métodos oficiales de la AOAC (1990).

2.3.1. Determinacion de GSH

El GSH se le determind al alga seca (materia prima) y a los EAS producidos
siguiendo la metodologia de Xue et al. (2001) mediante la reaccion del acido 5,5 ditio-
bis-2 nitro benzoico (DTNB). Los compuestos fueron extraidos colocando 100 mg del
alga pulverizada con N liquido en tubos de 2 mL y agregando 2 mL de buffer de fosfatos
0.1 M (pH 7-7.2), se mezcld con vortex durante 20 s, se sonicé por 10 min y se
centrifug6 a 12,500 rpm a 4 °C por 10 min, finalmente se recolecto el sobrenadante para
realizar el andlisis. En tubos de ensayo se agregaron 0.48 mL del sobrenadante, 2.2 mL
de NazHPOsa 0.32 M y 0.32 mL del colorante DTNB a 1 mM. Finalmente se mezcl6 y
se dejo reposar por 15 min y se realizd la lectura en un espectrofotémetro Uv-Vis
(Genesis 10s Uv-Vis, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) a 412 nm. La
cuantificacion de GSH de los EAS fue agregando 0.48 mL de los EAS en lugar del
sobrenadante y a partir de ahi se siguié con la metodologia descrita. Los datos fueron
reportados en miligramos por gramo de peso seco (mg g PS).

2.3.2. Proteinas totales de los EAS

La cuantificacion de proteinas totales de los EAS se realizé6 mediante la técnica
espectrofotométrica de Bradford (1976). En tubos de ensayo se agregaron 0.1 mL del
EAS y 1 mL del reactivo Bradford para después dejar en reposo 5 min y leer en
espectrofotometro Uv-Vis a 595 nm. Los resultados fueron reportados en miligramos

por gramo de peso seco (mg g PS).

2.3.3. Aminoacidos

Los aminoacidos se determinaron segin la metodologia descrita por Yemm y
Cocking (1955). Los compuestos fueron extraidos colocando 100 mg de alga
pulverizada con N liquido en tubos de 2 mL y agregando 2 mL de buffer de citratos a
0.09 M (pH 5). Se mezcld con vortex durante 20 s, posteriormente se sonicé por 10 min
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y se centrifugd a 10,000 rpm a 4 °C por 10 min para obtener el sobrenadante y
cuantificar. Para la cuantificacion en tubos de ensayo se agregaron 0.250 mL del
sobrenadante, 2.25 mL de buffer de citratos y 0.5 mL de ninhidrina al 0.35%,
posteriormente se agitaron y se colocaron en bafio Maria en un rango de temperatura de
80 a 100 °C durante 20 min. Terminada la reaccion, las muestras se colocaron en un
bafio de hielo y se procedio a la lectura en un espectrofotometro Uv-Vis a 570 nm. La
cuantificacion de aminoacidos de los EAS fue agregando 0.250 mL de los EAS en lugar
del sobrenadante y a partir de ahi se siguié la metodologia descrita. Los resultados

fueron reportados en miligramos por gramo de peso seco (mg g™ PS).

2.3.4. Fenoles totales

Los fenoles se determinaron segun la metodologia de Singleton et al. (1999). La
muestra se extrajo colocando 100 mg de alga pulverizada con N liquido en tubos de 2
mL y se agregaron 2 mL de solucion de extraccion (agua: acetona 1:1 v/v). La mezcla se
agité mediante un vortex durante 20 s, para después llevar a sonicacion por 10 min.
Finalmente, las muestras se centrifugaron a 12,000 rpm durante 10 min a 4 °C para
obtener el sobrenadante y proceder a cuantificar. La cuantificacion se realizé en tubos de
ensayo al agregar 50 pL del sobrenadante, 200 pL del reactivo Folin Ciocalteu al 100%,
500 pL de Na2COs al 20% y 5 mL de agua destilada. La mezcla se dejo reposar por 30
min a 45 °C. Posteriormente la mezcla se leyd a una longitud de onda de 750 nm en un
espectrofotometro Uv-Vis. La cuantificacion de fenoles totales de los EAS fue
agregando 50 pL de EAS en lugar del sobrenadante y a partir de ahi se sigui6 con la
metodologia establecida. Los resultados de fenoles se expresan en miligramos

equivalentes de cido galico por gramo de peso seco (mg EAG g* PS).

2.3.5. Flavonoides

Los flavonoides se cuantificaron siguiendo el método de Zhishen et al. (1999).
Los compuestos fueron extraidos colocando 100 mg de alga pulverizada con N liquido
en tubos de 2 mL y agregando 2 mL de metanol al 80%. La mezcla se agitd con vortex
durante 20 s, posteriormente se sonico por 10 min y centrifugo a 4,000 rpm durante 10
min a 4 °C para obtener el sobrenadante y cuantificar. La cuantificacion se llevd a cabo
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agregando 250 pL del sobrenadante en tubos de ensayo, seguido de la adicion de 75 L
de NaNO: al 5% y se agitd6 mediante un vdrtex. Después de 5 min se agregaron 150 pL
de AICI3 al 10%, luego, se agregé un volumen de 500 pL de NaOH 1 M, mas un
volumen final de 2.025 mL de agua destilada. La absorbancia fue medida
inmediatamente a 510 nm en un espectrofotometro Uv-Vis. La cuantificacion de
flavonoides de los EAS fue agregando 250 pL de los EAS en lugar del sobrenadante y se
siguié con la metodologia descrita. Los flavonoides se expresan en miligramos

equivalentes de catequina por gramo de peso seco (mg EqC g* PS).

2.3.6. Capacidad antioxidante DPPH

La capacidad antioxidante se determiné siguiendo el método establecido por
Brand-Williams et al. (1995) con algunas modificaciones. Para la extraccion se
colocaron 100 mg de alga pulverizada con N liquido en tubos de 2 mL y agregando 2
mL de metanol al 100%. La mezcla fue agitada mediante un vortex durante 20 s, luego
se sonicaron por 10 min y se centrifugaron a 12,500 rpm a 4 °C por 10 min, finalmente
se recolectd el sobrenadante para el andlisis. La prueba se llevd a cabo agregando 0.5
mL de DPPH 0.1 mM y 0.5 mL del sobrenadante. Finalmente se mezcl6 y se dejo
reposar por 15 min y se realizo la lectura en un espectrofotometro Uv-Vis a 530 nm. La
determinacion de la capacidad antioxidante de los EAS fue agregando 0.5 mL de los
EAS en lugar del sobrenadante y a partir de ahi se siguié con lo descrito anteriormente.
La capacidad antioxidante se expresa en miligramos equivalentes de trolox por gramo de
peso seco (mg ET g1 PS).

2.3.7. Acido indol-3-acético (AIA)

Se determiné siguiendo la metodologia cromatografica de Bosco et al. (2013)
con algunas modificaciones. Para la extraccion se pesaron 100 mg de alga pulverizada
con N liquido en tubos de 2 mL y se agregaron 2 mL de la solucion de extraccion (etanol
al 70%). La mezcla se sometio al vortex por 20 s y a sonicacion por 10 min. Después las
muestras fueron centrifugadas a 12,000 rpm durante 10 min a 4 °C. El sobrenadante
obtenido fue filtrado con membranas de 0.45 um de didmetro de poro y transferido a

viales para su inyeccion en el cromatografo. La cuantificacion se realizo mediante el uso
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de un cromatografo de liquidos de alta resolucion (HPLC VARIAN 920LC) con detector
de fluorescencia, utilizando como fases moéviles agua, acetonitrilo y &cido férmico al
94.9, 5y 0.1% respectivamente (Fase A) y acetonitrilo, agua y acido formico al 94.9,5y
0.1% respectivamente (Fase B). Se utiliz6 una columna C18 (AQUASIL C18, 150 mm x
3.9 mm, 5 um), con proporciones de fase 50:50 (v/v) y un flujo isocrético de 0.8 mL
mint. EI volumen de inyeccion fue de 50 pL. La deteccion fluorométrica fue a 281 y
340 nm para la longitud de onda de excitacion y de emision, respectivamente. El tiempo
de retencion fue de 5.69 min. La cuantificacion de AIA de los EAS fue filtrandolos y
pasandolos a los viales para su inyeccién en el cromatdgrafo. Los resultados se expresan
en miligramos por kilogramo de peso seco (mg kg™ PS).

2.3.8. Trans-zeatina (tZ)

Se determind siguiendo el método cromatogréfico establecido por Rivas-
Martinez et al. (2016) con ligeras modificaciones. Para la extraccion de tZ se pesaron
100 mg de alga pulverizada con N liquido en tubos de 2 mL y se afiadieron 2 mL de la
solucion de extracciéon (metanol al 20% diluido en &cido formico al 0.1%). La mezcla se
sometio al vortex por 20 s y a sonicacion por 10 min. Después las muestras fueron
centrifugadas a 12,000 rpm durante 10 min a 4 °C. El sobrenadante obtenido fue filtrado
con membranas de 0.45 um de didmetro de poro y transferido a viales para su inyeccién
en el cromatografo. La cuantificacion se realizé6 mediante el uso de un cromatdgrafo de
liquidos de alta resolucion (HPLC VARIAN 920LC) con detector Uv, utilizando como
fases moviles acido acético al 100 mM (Fase A) y acetonitrilo al 100% (Fase B). Se
utilizé una columna C18 (AQUASIL C18, 250 mm x 4.6 mm, 5 um), con proporciones
de fase de 80:20 (v/v) (Fase A: B) y un flujo isocratico de 0.4 mL mint. El volumen de
inyeccidn fue de 50 pL. La deteccion de la molécula se realiz6 a 268 nm. El tiempo de
retencion fue de 4.84 min. La cuantificacion de tZ de los EAS fue filtrandolos y
pasandolos a los viales para inyectarlos en el cromatdgrafo. Los resultados se expresan

en microgramos por gramo de peso seco (ug g PS).
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2.3.9. Perfil de monosacéridos

Para la cuantificacion de monosacéridos de los EAS se determind glucosa,
galactosa, manitol y fucosa, mediante la metodologia descrita por Rodriguez-Jasso et al.
(2011) con algunas modificaciones. Para esto los EAS se filtraron en membranas de 0.45
pm de didametro de poro. La cuantificacion se realiz6 con el uso de un cromatografo de
liquidos de alta resoluciéon (HPLC VARIAN 920LC) con detector de indice de
refraccion, utilizando como fase movil agua desionizada. Se utilizd una columna
Metacarb 87H (300 x 7.8 mm) a una temperatura de 80 °C y con un flujo de 0.4 mL min°
! Los tiempos de retencion fueron de 8, 8.5, 8.9 y 9.7 min para glucosa, galactosa,
manitol y fucosa, respectivamente. Los resultados se expresan en miligramos por 100

gramos de peso seco (mg 100 g PS).

2.3.10. pH y conductividad eléctrica (CE) de los EAS
El pH se determin6 con un medidor de mesa LAQUA pH1100 y la CE con un
medidor portatil Hanna HI98301.

2.4. Prueba de los EAS en las plantulas de tomate

Semillas de tomate hibrido el CID F1 (Harris Moran Seed Company, Modesto,
CA, USA, tipo saladette y crecimiento indeterminado) fueron sembradas en charolas de
poliestireno con una mezcla de sustrato de perlita y peat moss (1:1 v/v). El experimento
se llevé a cabo en un invernadero cubierto de polietileno en el Departamento de
Horticultura de la Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro (Saltillo, México). La
produccién de las plantulas fue durante 30 dias hasta que desarrollaron cuatro hojas
verdaderas. Consecuentemente se trasplantaron en contenedores de unicel de 0.5 L con
la misma relacion de sustrato utilizada para la siembra. El riego fue manual, dando un
riego al dia a capacidad de campo. La nutricion de las plantulas se realizé utilizando la
solucion nutritiva Steiner (1961) al 25%. Las dosis aplicadas de los EAS fueron del
1.5% (Ramya et al., 2011, 2015; Kasim et al., 2015). La aplicacion de los EAS fue foliar
cada 10 dias a partir del trasplante, acumulando cuatro aplicaciones durante la prueba, la
cual, tuvo una duracion de 30 dias. Las aplicaciones se realizaron entre las 08:00 y las

10:00 h con un aspersor manual.
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El disefio experimental fue completamente al azar con 19 tratamientos, los cuales
fueron: 17 EAS y dos controles (un producto comercial de Ascophyllum nodosum al
0.13% de acuerdo con las especificaciones de uso y agua destilada como control
absoluto). Cada tratamiento tuvo cinco réplicas (cinco plantas), dando un total de 95
unidades experimentales. Se midio la altura, didmetro de tallo, nimero de hojas y
biomasa fresca de las plantulas de tomate. A las 24 h después de la tltima aplicacion se

evaluaron las variables antes mencionadas.

2.5. Andlisis estadistico

Se realizaron analisis estadisticos para calcular la tendencia y desviacion
promedio para comparar el contenido de GSH de los extractos de Sargassum spp. y
optimizar las condiciones de extraccion mediante un ANOVA de factor Gnico y la
prueba de la diferencia minima significativa (LSD) de Fisher (p < 0.05). Se ejecutaron
en el software STATISTICA 7® (StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA).

Para el andlisis estadistico de la prueba en plantulas de tomate se realiz6 un
ANOVA y prueba de medias LSD de Fisher (p < 0.05). Los procedimientos estadisticos
se realizaron utilizando el software Infostat (v2020) (Cérdoba, Argentina).

3. Resultados

3.1. Evaluacion de la composicion quimica y capacidad antioxidante del alga seca

Los resultados de la caracterizacion quimica de Sargassum spp. se muestran en la
Tabla 3 y 4. Los valores obtenidos pueden resultar muy variados o similares comparados
con otras investigaciones, lo cual dependera de los factores ambientales en los que se

desarrolla el alga.

Tabla 3. Fibra cruda, cenizas y contenido de humedad en Sargassum spp.

Alga Fibra cruda Cenizas Humedad
(%) (%) (%)

Sargassum spp. 15.88 £ 0.27 14.12 £ 0.16 9.80+£0.04
CV (%) 1.69 1.14 0.44

CV: Coeficiente de variacion; n =5 + DE.
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Tabla 4. Composicién bioguimica proximal de Sargassum spp.

PT AA GSH FT FL CAET AlA tz
Alga (%) (mg g* PS) (mgg'PS) (mgEAGg' (mgEqCg* (DPPH) (mg kg (Mg g PS)
PS) PS) (mg g* PS) PS)
Sargassum spp. 518+ 0.52+0.01 8.29 +0.09 41.33+3.25 15.41 £ 0.61 79.30 +3.91 5.36 + 239.79+1.14
CV (%) 0.51 1.60 1.05 7.86 3.08 4.93 0.45 0.47
9.76 8.37

PT: Proteinas totales; AA: Aminoécidos; GSH: Glutatién reducido; FT: Fenoles totales; EAG: Equivalentes de &cido gélico; F,L: Flavonoides; EqC:
Equivalentes de catequina; CAET: Capacidad antioxidante en equivalentes trolox; DPPH: 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl; AlA: Acido indol-3-acético;
tZ: Trans-zeatina; PS: Peso seco; CV: Coeficiente de variacion; n = 3 excepto AA, GSHy FT (n =5) + DE.

3.2. Extraccion hidro-etandlica de GSH de Sargassum spp. mediante reactor batch

Como ya fue mencionado en este estudio la extraccion fue mediante un reactor
batch, controlando la temperatura, tiempo de extraccion y porcentaje de etanol. Con base
en esto se pretendid elegir la condicion optima de extraccién para GSH y evaluarla en
experimentos posteriores.

En el caso del GSH no se han reportado extracciones a partir de biomasa de
Sargassum spp. En la Tabla 1 se muestran los valores obtenidos del contenido de GSH.
Los resultados mostraron que las temperaturas mas elevadas y tiempos mas prolongados

fueron més efectivos en la extraccion de GSH, en comparacion con el % de etanol.

3.3. Analisis estadistico y optimizacion de GSH con DCC

En la Tabla 1 se muestran los datos experimentales de los tratamientos realizados
en el disefio experimental. Los datos indican que la temperatura y tiempo son las
variable independiente con mayor impacto en la extraccién de GSH. A temperaturas y
tiempos altos se logré la optimizacion para obtener la maxima extracciéon de GSH. A
temperaturas y tiempos bajos se redujo notablemente la concentracién. El etanol no tuvo
efecto significativo en el modelo, pero fue evidente que conforme se fue incrementando
su concentracion el rendimiento de extraccion de GSH disminuyo.

En el polinomio de segundo orden de la ecuacidon 2 se trazd una superficie de
respuesta tridimensional para obtener la condicién optima de extraccién de GSH a partir

de biomasa de Sargassum spp. (Figura 1).
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Figura 1. Superficie de respuesta de la optimizacién de GSH con DCC en funcién la temperatura (X3),
tiempo (Xz) y % de etanol (X3). GSH: Glutation reducido: PS: Peso seco.




44

El modelo polinébmico de segundo orden de optimizacion del rendimiento de
extraccion de GSH en funcion de los factores estudiados, temperatura (X1), tiempo (X2)
y etanol (%) se expresa en la siguiente ecuacion 2:

GSH=-10.559899110282+0.1662013774203*X-0.00051473812570968* X>+0.1002283258403%Y-0.00085024266694183*Y>-
0.0003975423538721*X*Y+0.000075173567447626%14.92*X+0.000096425166683868*14.92*Y-0.175716 (2)

Donde X representa la temperatura Optima, Y es el tiempo Optimo y 14.92
representa el % de etanol 6ptimo en la extraccion de GSH y se tom6 como factor de

bloqueo en el modelo matematico.

El rendimiento de extraccion de GSH se estimd en 3.31 mg g PS en condiciones
Optimas (temperatura: 153.28 °C, tiempo: 23.95 min y etanol: 14.92%). Con esta
validacion optimizada se pretenden realizar extracciones posteriores y evaluar su efecto
en diferentes cultivos horticolas. Con base en las condiciones Optimas de extraccion del
GSH se realizd una prediccion matematica que nos indica la concentracién aproximada
de las demas biomoléculas estudiadas de los extractos (Tabla 5). La prediccion se realiz6
sustituyendo los datos de los factores de cada una de las biomoléculas por los de GSH en

el modelo matematico (Tabla 6).

Tabla 5. Prediccion matematica de la concentracion de biomoléculas de los extractos
tomando como base la temperatura (153.28 °C), tiempo (23.95 min) y etanol (14.92%)
de extraccion de GSH.

Biomolécula Concentracion
Proteinas totales 2.34mgglPS
Aminoécidos 0.37mg g*PS
Fenoles totales 8.85 mg EAG g PS
Flavonoides 2.20 mg EqC g PS
CAET DPPH 23.44 mg ET g PS
Acido indol-3-acético 0.28 mg kg PS
Trans-zeatina 69.84 g g PS
Glucosa 74.30 mg 100 g1 PS
Galactosa 102.53 mg 100 gt PS
Manitol 40.42 mg 100 gt PS
Fucosa 168.11 mg 100 g* PS

CAET: Capacidad antioxidante en equivalentes trolox; DPPH: 2,2-Diphenyl-1-
picrylhydrazyl; EAG: Equivalentes de acido galico; EqC: Equivalentes de catequina; PS:
Peso seco.



45

Tabla 6. Modelos matematicos de las biomoléculas predichas sustituyendo los datos de sus factores (Temperatura, tiempo y % de etanol) por los de

GSH.

Biomolécula

Modelo matemaético

Proteinas totales

Aminoécidos

Fenoles totales

Flavonoides

CAET DPPH

Acido indol-3-acético

Trans-zeatina

Glucosa

Galactosa

Manitol

Fucosa

Z=-1293979851332+0.040370892018806* X-0.00013644366197193*X?+0.039573291601459*Y -0.00042775169535728*Y?-
0.0002349537037037*X*Y+0.00065208333333333*14.92*X+0.00082685185185185*14.92*Y-0.96511858

Z=-0.7020203265046+0.012151904609477*X-0.000037307938540339*X?-0.0008238794148523*Y -
0.000030971688718164*Y2+0.000024053030303029*X*Y+0.000025340909090909*14.92* X+0.000048030303030303*14.
92*Y-0.0307914

Z=-37.573440140852+0.59182165492968*X-0.001978961267606*X?+0.13229460093897*Y -0.0010070422535209*Y 2
0.00036250000000004*X*Y +0.00092000000000002*14.92*X+0.0009*14.92*Y -1.4780687

7=-3.0427634324483+0.076299034950468*X-0.00031181533646331*X?-
0.018295774647888*Y+0.00013701964875679*Y2+0.0002145061728395*X*Y+0.00073240740741*14.92*X+0.000292592
59259259*14.92*Y-1.3290863

7=-495.21646507145+7.3996162607766*X-0.025643259220882*X?+1.0675281171982*Y+0.020552451834757*Y ?-
0.015966722408027*X*Y+0.009207993311037*14.92*X+0.015997725752508*14.92*Y-18.575501

Z=-5.169241851821+0.07712981613084*X-0.00026380356607736*X?+0.021400661653134*Y -0.00068963029556374*Y -
0.000043123100303958*X*Y+0.000025848530901726*14.92*X+0.00031548463356974*14.92*Y -0.30067565

Z=1176.9256197953-16.026501862373*X+0.054763328685414*X?2-
19.915627100985*Y+0.12914631124453*Y2+0.12319797658694*X*Y +0.0035195277020885*14.92*X+0.01907356948228
9*14.92*Y-1.4205691

Z=827.40765015306-11.520867828363*X+0.039939497082136*X?-10.724075304111*Y-
0.01756457657728*Y2+0.088848250359532*X*Y+0.020408116065695*14.92*X+0.0018321514799921*14.92*Y -
32.128943

Z=255.0638644949-4.4351870849473*X+0.019733575794512* X2-
12.065171530907*Y+0.039095354022982*Y 2+0.10152530810087*X*Y -0.044360236011603*14.92*X -
0.050203938315075*14.92*Y+76.8761635

Z=364.5919797499-5.6813548530821*X+0.021968552591993*X2-2.7102197026029*Y -
0.011071859006699* Y 2+0.028166303739812*X*Y-0.0089050110542861*14.92*X -
0.0099704997069948*14.92*Y+22.3165691

Z=2212.880238307-32.491104205981*X+0.1188146424759*X2-19.291042268793*Y -
0.01814630124971*Y2+0.16545554733449*X*Y +0.004505569220308*14.92*X-0.0018514919022447*14.92*Y -
0.65666925

Z representa a cada biomolécula estudiada; X hace referencia a la temperatura (153.28 °C), Y al tiempo (23.95 min) y 14.92 representa el % de etanol

de GSH.

3.4. Contenido de proteinas y aminoacidos de los EAS

Los resultados indican que las diferentes condiciones de extraccion causaron

diferencias significativas (p < 0.05) en la concentracion de proteinas totales y

aminoacidos de los EAS (Tabla 7). Se puede observar que el EAS con la mayor

concentracion de estos compuestos es el EAS7, el cual, muestra valores de 3.47 £ 0.08 y

0.43 + 0.008 mg g™ PS para proteinas totales y aminoacidos, respectivamente. En cuanto

al tratamiento que mostro las concentraciones méas bajas, fue el denominado EAS2, el

cual, presentd valores de 0.91 + 0.01 y 0.18 + 0.003 mg g PS para proteinas totales y

aminoéacidos, respectivamente.
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Tabla 7. Resultados obtenidos para proteinas totales y aminoacidos de los EAS de
acuerdo con las condiciones experimentales utilizadas segun el DCC con tres factores,
temperatura (X1, °C), tiempo (X2, min) y concentracion de etanol (Xs, %).

EAS X1 X2 X3 PT AA
(mg g* PS) (mg g* PS)
1 120 ((1) 0 (1) 0 (1) 1.30+0.05i 0.20 + 0.003 j
2 120 (1) 0 (1) 50 (1) 0.91 +0.01 j 0.18 +0.003 k
3 120 (1) 30 (1) 50 (1) 1.90+0.03 f 0.22 +0.002 i
4 120 (1) 30 (1) 0 (1) 1.63+0.03 h 0.27 +0.002 h
5 160 (1) 0 (1) 0 (-1) 1.84 +0.03 fg 0.33+0.002 ¢
6 160 (1) 0 (1) 50 (1) 2.18+0.04 ¢ 0.26 +0.003 h
7 160 (1) 30 (1) 50 (1) 3.47+0.08a 0.43 +0.008 a
8 160 (1) 30 (1) 0 (-1) 1.31+0.13i 0.33+0.01e
9 140 (©) 15 (0) 25 (0)  2.37+0.11b-d 0.33+0.004 e
10 140 (0) 15 (0) 25 (0) 2.49+0.12 b 0.34 +0.001 cd
11 140 (©0) 15 (0) 25 (0) 2.45 +0.02 bc 0.34 +0.002 d
12 120 (1) 15 (0) 25 (0) 2.47 +0.17 bc 0.29 +0.002 g
13 160 (1) 15 (0) 25 (0) 2.39+0.08 bc 0.35+0.002
14 140 (©0) 0 (1) 25 (0) 2.34+0.18 cd 0.26 +0.002 h
15 140 (0) 30 (1) 25 (0) 2.43 +0.06 bc 0.40 +0.003 b
16 140 (0) 15 (0) 0 (-1) 1.75 +0.03 gh 0.29 +0.003 g
17 140 (0) 15 (0) 50 (1) 2.23+0.03 de 0.30 £0.01 f

Letras diferentes dentro de cada columna indican diferencias significativas entre
tratamientos (LSD, p < 0.05). EAS: Extracto de alga Sargassum spp.; PT: Proteinas
totales; AA: Amino&cidos; PS: Peso seco; n = 3 para PT y 5 para AA £ DE.

3.5. Fenilpropanoides y capacidad antioxidante de los EAS

En cuanto a fenoles totales (Tabla 8), se registr6 mayor concentracion en los

EAS15, EAS10 y EAS7, los cuales, superaron al EAS2 en 2.7, 25 y 2.5 veces,

respectivamente, el cual, presentd los valores méas bajos. Con respecto a los flavonoides

(Tabla 8) se aprecia que EAS7 fue el que mostrd los valores mas altos, superando al

EAS2 en 2.4 veces, el cual, registr6 los valores mas bajos. Para la capacidad

antioxidante DPPH (Tabla 8) el EAS que mostré mayores resultados es el EAS7, el cual,

superd 11 veces al EAS13 que presento los valores mas bajos.
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Tabla 8. Resultados obtenidos para fenilpropanoides y capacidad antioxidante de los EAS de acuerdo con
las condiciones experimentales utilizadas segiin el DCC con tres factores, temperatura (X, °C), tiempo
(X2, min) y concentracion de etanol (X3, %).

EAS X1 X2 X3 FT FL CAET (DPPH)
(mg EAG g'PS) (mgEqCg!PS) (mg g* PS)

1 120 (1) 0 (1) 0 (-1 447 +0.11] 1.52+0.03 f 17.08 £ 1.12 h
2 120 (1) 0 (1) 50 (1) 2.39 +0.40 k 0.83+0.01 i 17.82£1.29 h
3 120 (1) 30 (1) 50 (1) 4.62+0.56 133+001gh  34.56+0.64de
4 120 (1) 30 (1) O (1) 7.00%0.33e-g 2.17+0.14c 14.47 £2.32h
5 160 (1) O (1) 0 (1) 6.88+005fg 1.30+0.01gh  36.79 +0.64 cd
6 160 (1) 0 (1) 50 (1) 4.99+0.18 j 1.49 +0.02 f 51.30+ 1.70 a
7 160 (1) 30 (1) 50 (1)  8.43+0.79ab 283+004a  5354+170a
8 160 (1) 30 (1) 0 (1) 7.32+0.02d-f 1.62+£0.04 ¢ 10.38 + 1.12 i
9 140 (0) 15 (0) 25 (0)  7.49+0.56de 220+002¢c  42.00+7.09b
10 140 (0) 15 (0) 25 (0)  8.58%0.70ab 203+001d  39.40+1.12 bc
11 140 (0) 15 (0) 25 (0) 8.36+0.17b 270+£005b  37.17+1.12cd
12 120 (1) 15 (0) 25 (0) 6.24 + 0.44 hi 1.36+0.01 9 3047 £1.12f
13 160 (1) 15 (0) 25 (0)  8.15+0.64bc 2.06 +0.03 d 443+1.70]
14 140 (©) 0 (1) 25 (0)  6.54+0.50 gh 153+0.07f  38.65+2.32Dbc
15 140 (0) 30 (1) 25 (0) 8.98 +0.50 a 220+£0.02¢c  26.01+1.12g
16 140 (0) 15 (0) 0 (1)  7.72+0.03cd 168+004e  2489+112g
17 140 (0) 15 (0) 50 (1) 5.68 + 0.80 i 127+001h 3270 +1.12¢f

Letras diferentes dentro de cada columna indican diferencias significativas entre tratamientos (LSD, p <
0.05). EAS: Extracto de alga Sargassum spp.; FT: Fenoles totales; EAG: Equivalentes de acido galico;
FL: Flavonoides; EqC: Equivalentes de catequina; CAET: Capacidad antioxidante en equivalentes trolox;
DPPH: 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl; PS: Peso seco; n = 3 para FL y CAET excepto para FT (n = 5) +
DE.

3.6. Acido indol-3-acético y trans-zeatina en los EAS

Se cuantificaron AIA y tZ en los extractos (Tabla 9). La cuantificacion de las
fitohormonas de manera general muestra que AIA se presentd en todos los EAS
producidos, mientras que para tZ en los EAS4, EAS5, EAS9, EAS10 y EAS11 no se
detectd. Para AlA se registré una mayor concentracion en los EAS10, EAS5 y EAS7, los
cuales, superaron al EAS2 y EAS14, 11, 10 y 10 veces, respectivamente, los cuales,
presentaron los valores mas bajos. Para tZ se observd que el EAS7 fue el que presento
los valores mas altos, superando 142 veces al EAS16, el cual, mostrd los valores mas

bajos, dentro de los EAS que se detecto la fitohormona.
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Tabla 9. Resultados obtenidos para fitohormonas de los EAS de acuerdo con las
condiciones experimentales utilizadas segin el DCC con tres factores, temperatura (X,

°C), tiempo (X2, min) y concentracién de etanol (X3, %).

EAS X1 X2 X3 AlA tz
(mg kg'* PS) (Mg g PS)

1 120 (1) 0 (1) 0 (1) 0.21+0.05c-e 36.20 + 0.23 de
2 120 (1) 0 (1) 50 (1) 0.05+0.01e 32.03+341e
3 120 (1) 30 (1) 50 (1) 0.21 + 0.08 c-e 57.31 +2.27 cd
4 120 (1) 30 (1) O (1) 027+03lb-e ND
5 160 (1) 0 (1) 0 (-1) 058 +0.41a ND
6 160 (1) O (1) 50 (1) 0.09 +0.04 e 35.74+3.41¢e
7 160 (1) 30 (1) 50 (1) 0.57+0.07a 175.99 +7.49 a
8 160 (1) 30 (1) 0 (1) 0.21+0.0lc-e 14451 +7.72b
9 140 (0) 15 (0) 25 (0) 0.46 + 0.10 a-c ND
10 140 (0) 15 (0) 25 (0) 0.60+0.20a ND
11 140 (0) 15 (0) 25 (0) 0.25 + 0.04 b-¢ ND
12 120 (1) 15 (0) 25 (0) 0.15 + 0.03 de 34.61 +15.89 ¢
13 160 (1) 15 (0) 25 (0) 0.10 £ 0.03 e 52.55 + 46.09 c-e
14 140 (©0) 0 (1) 25 (0) 0.05 + 0.05 e 61.40 + 11.35 ¢
15 140 (0) 30 (1) 25 (0) 0.10 £ 0.13 de 40.06 + 7.27 de
16 140 (0) 15 (0) 0 (-1)  0.35%0.20 ad 1.23+0.23 f
17 140 (0) 15 (0) 50 (1) 0.50 + 0.08 ab 4051 + 7.27 c-e

Letras diferentes dentro de cada columna indican diferencias significativas entre
tratamientos (LSD, p < 0.05). EAS: Extracto de alga Sargassum spp.; AIA: Acido indol-
3-acético; tZ: Trans-zeatina; PS: Peso seco; ND: No detectado; n = 3 + DE.

3.7. Perfil de monosacaridos en los EAS

Se cuantifico el perfil de monosacéridos correspondientes a glucosa, galactosa,
manitol y fucosa (Tabla 10). Se puede apreciar que, para glucosa en los EAS2, EASS3,
EAS4, EASS, EAS12, EAS14 y EAS16 no se detectd. Dentro de los EAS que se detectd
glucosa se observa que el EAS7 fue el que mostré los valores mas altos (107.87 mg 100
gl PS), mientras que el EAS9 (37.96 mg 100 g* PS) fue el que presentd las
concentraciones mas bajas. Para galactosa en el EAS8 se encontr6 la mayor
concentracion (244.53 mg 100 g PS) y la menor en el EAS2 (8.8 mg 100 g* PS). Para
manitol de la misma manera el EAS8 mostrd las concentraciones mas altas (63.91 mg
100 g PS) y el EAS2 presentd las menores (3.44 mg 100 g PS). Para fucosa el EAS7 y
EASS8 mostraron los valores mas altos, 258.37 y 261.07 mg 100 g* PS, respectivamente,
mientras que el EAS2 presentd los mas bajos (13.85 mg 100 g* PS). En general, los

EAS7 y EAS8 presentaron las concentraciones mas altas de estos monosacaridos,
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mientras que el EAS2 presentd las concentraciones mas bajas en todos los

monosacaridos cuantificados.

Tabla 10. Resultados obtenidos para el perfil de monosacaridos de los EAS de acuerdo con las condiciones experimentales utilizadas
seglin el DCC con tres factores, temperatura (X;, °C), tiempo (X, min) y concentracién de etanol (X3, %).

EAS X Xz X3 GLU GAL MAN FUC

(mg 100 g PS) (mg 100 g PS) (mg 100 g PS) (mg 100 g PS)
1 120 (1) 0 (1) 0 (1) 3957+0.004e  15.29 +0.009 jk 4.63£0.003 | 2279 £0.397 i
2 120 (1) 0 (1) 50 (1) ND 8.8+0.0181 3.4440.040 m 13.85 £ 0.004 j
3 120 (1) 30 (1) 50 (1) ND 19.13 + 0.007 ij 5.5 + 0.0006 k 28.9140.004 h
4 120 (1) 30 (1) 0 (1 ND 31.09 + 0.004 ef 7.8+£0.001 ] 32.66 + 0.399 gh
5 160 (1) 0 (1) 0 (1) ND 37.05+£0471d  13.09+0.000Lh  44.69 +0.007 f
6 160 (1) 0 (1) 50 (1) 38.07+000Li  11.68+0004kl  7.94+00004]  52.73+0.004 de
7 160 Q) 30 1) 50 (1) 107.87 £ 0.004 a 74.01+0.490 b 29.96 +0.401c 258.37 £9.824 a
8 160 (1) 30 (1) 0 (-1) 103.87£0.020 b 24453 +11.3a 63.91 +0.003 a 261.07 £0.043 a
9 140 (0) 15 (0) 25 (0) 37.96+0015]  27.74+0005fg  14.88+0.004f  48.73+0.039 ef
10 140 (@©) 15 (0 25 (0 39.13+0.004 f 28.69 + 0.004 fg 15.19 + 0.00008 e 53.18 £ 0.402 d
11 140 () 15 (0) 25 (0) 3819+0004h  26.27+0005gh  14.91+0004f  53.01+0.007 de
12 120 (1) 15 (0) 25 (0) ND 2298+0.004hi  564+00003k  30.49+0.012g
13 160 (1) 15 (0 25 (0) 90.79+0.016 ¢ 30.84 £ 0.021 ef 46.05 + 0.0003 b 186.13 +3.999 b
14 140 © 0 (1) 25 (0) ND 20.82 +0.003 i 4.73 +0.0004 | 34.0240.395 g
15 140 (0) 30 (1) 25 (0) 50.93+0020d  34.80+0015de  2441+00006d  79.38+0.395¢c
16 140 (0 15 (0) O (1) ND 4849+0451c  1471+00004g  47.06+0.004 f
17 140 (© 15 (0 50 (1O 38.64 +0.003 g 19.36 £ 0.194 ij 8.98 +£0.0008i 54.62 £ 0.004 d

Letras diferentes dentro de cada columna indican diferencias significativas entre tratamientos (LSD, p < 0.05). EAS: Extractos de
alga Sargassum spp.; GLU: Glucosa; GAL: Galactosa; MAN: Manitol; FUC: Fucosa; PS: Peso seco; ND: No detectado; n = 3 + DE.

3.8. pHy CE de los EAS producidos

La mayoria de los EAS presentaron valores similares en cuanto a pH (Tabla 11),
siendo el EASL el que presentd el valor mas alto (8.23), en cuanto al valor mas bajo
(5.60) lo present6 el EAS7. Para la CE (Tabla 10) los valores estuvieron mas dispersos,
mostrando valores desde 0.28 y 4.56 dS m™ para el EAS2 y el EASS, respectivamente.
Estos parametros son indicadores del nivel de extraccion que existié a causa de las

diferentes condiciones que se evaluaron.

Tabla 11. Resultados obtenidos para pH y CE de los EAS de acuerdo con las
condiciones experimentales utilizadas segun el DCC con tres factores, temperatura (Xu,

°C), tiempo (X2, min) y concentracion de etanol (X3, %).

EAS X2 X3 pH CE
(dS m™)
1 120 (1) 0 (1) 0 (1) 8.23 £ 0.06 1.43+0.01
2 120 (1) 0 (1) 50 (1) 7.87 £0.06 0.28 +0.01
3 120 (1) 30 (1) 50 (1) 7.60 £0.10 0.31 +0.01
4 120 (1) 30 (1) 0 (1) 8.00 +0.10 1.61+0.01
5 160 (1) 0 (1) 0 (1) 7.80£0.10 1.97 +0.01
6 160 (1) 0 (1) 50 (1) 7.00 £0.10 0.33 £0.01
7 160 (1) 30 (1) 50 (1) 5,60 +0.10 0.83 +0.01
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8 160 (1) 30 (1) 0 (1) 6.10 £ 0.10 4.56  0.01
9 140 (0) 15 (0) 25 (0) 6.90 +0.10 0.88 +0.01
10 140 (0) 15 (0) 25 (0) 7.00 £0.10 0.92 +0.01
11 140 (0) 15 (0) 25 (0) 6.90 +0.10 0.85 +0.01
12 120 (1) 15 (0) 25 (0) 7.30 £0.10 0.69 +0.01
13 160 (1) 15 (0) 25 (0) 6.20 £0.10 1.56 +0.01
14 140 (00 0 (1) 25 (0) 7.80 £0.10 0.70 +0.01
15 140 (0) 30 (1) 25 (0) 7.00£0.10 0.99 +0.01
16 140 (0) 15 (0) O (1) 7.60 £ 0.10 2.07 +0.01
17 140 (0) 15 (0) 50 (1) 7.30 £0.10 0.36 +0.01

EAS: Extracto de alga Sargassum spp.; CE: Conductividad eléctrica; n = 3 + DE.

3.9. Prueba de los EAS en las plantulas de tomate

Los resultados sefialan que las aplicaciones foliares de los EAS en las plantulas

de tomate causaron cambios significativos (p < 0.05) en los parametros de crecimiento y

biomasa fresca (Tabla 12). En cuanto a los parametros de crecimiento y acumulacion de

biomasa fresca de las plantulas, se aprecia que el EAS7 que se produjo mediante 160 °C,

durante 30 min y con 50% de etanol fue el que las incrementd significativamente. Para

altura, diametro de tallo y nimero de hojas de las plantulas las increment6 en un 8.69,

32.5 y 18.70% respectivamente, en comparacion con el testigo absoluto. La biomasa

fresca del vastago y raiz la aumentd en un 19.14 y 67.28% respectivamente, en

comparacion al testigo absoluto. En la Figura 2 se muestran imagenes del experimento

con las plantulas de tomate.

Tabla 12. Pardmetros de crecimiento y biomasa de las plantulas de tomate por efecto de la aplicacion foliar de los
EAS producidos de acuerdo con las condiciones experimentales utilizadas segin el DCC con tres factores,
temperatura (X1, °C), tiempo (X2, min) y concentracion de etanol (Xs, %).

EAS Altura Diametro de tallo NuUmero de hojas BFV BFR
(cm) (mm) ()] ()
1 42.64 +1.98 c-f 6.71+0.24 c-f 8.30 £ 0.44 b-d 5357+1.77d 7.63 £0.68 b-e
2 43.02 £ 2.03 b-f 6.30 £0.20 fg 8.05+0.83 cd 53.82 +4.59d 6.23 £0.94 f-h
3 38.67+1.78¢g 7.18+0.71 bc 8.75+1.14 a-d 54.23+1.06 d 9.70+£1.06 a
4 42.39 + 1.57 d-f 7.07£0.22 be 9.45+0.83a 57.79 + 1.53 b-d 7.77 £0.87 b-e
5 43.63 £ 1.65 a-f 6.39£0.16 e-g 8.95+1.14a-c 53.32+1.65d 7.11+£0.96 e-g
6 43.70 £ 1.79 a-f 6.78 £0.32 c-e 8.55 + 0.54 a-d 63.08 +5.09 ab 9.89+121a
7 4538 £2.53 ab 7.95+0.29a 9.20+£0.70 ab 63.86 £3.35a 9.97£0.68a
8 42.45 +1.09 c-f 7.12 £0.40 be 9.05+0.83 ab 58.42 +4.74 b-d 8.91+0.30 ab
9 4245 £2.22 ef 6.57 +£0.19 d-f 8.75+0.54 a-c 60.60 £ 3.13 a-c 9.31+1.99a-c
10 43.95+1.04 a-e 6.56 +0.23 d-f 8.75+0.54 a-c 56.11+7.59d 5.96 + 0.54 gh
11 44.22 +2.84 a-f 6.48 £0.15 d-f 8.05+0.83 cd 5841+578b-d 8.99+1.89a-d
12 4563 +1.26a 6.69 £ 0.11 c-f 8.75+1.14 a-d 54.96 +1.65d 7.16 £0.42e-g
13 455+1.90a 7.17 £0.52 be 9.2+0.70 ab 54.60 +3.90d 1047 +201a
14 4529 £ 2.05 ab 7.22+0.14b 9.05+0.83 ab 56.17 +2.42 cd 7.88 £ 0.46 b-e
15 42.54 + 0.59 b-f 6.91 +0.64 c-e 9.45+0.83a 58.43 +4.51 b-d 5.54 +0.58 h
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16 4517 £2.63 a-c 7.13+£0.37 bc 8.55 +0.54 a-d 53.88 +4.85d 7.49+1.39d-g
17 4479 +1.57 a-d 6.93+0.31 b-d 8.65 +0.89 a-d 56.98 +5.45 cd 7.73 £1.46 c-f
PAN 4454 £2.32 a-e 6.51 £0.24 d-f 8.75+0.54 a-c 56.53 +2.44 cd 6.77 £0.90 e-h
T0 4174 +2.31f 6.00+0.209 7.75+0.54d 53.60 +4.44d 5.96 £0.32g-h
CV (%) 451 5.09 9.29 7.31 14.73

Letras diferentes dentro de cada columna indican diferencias significativas entre tratamientos (LSD, p < 0.05). EAS:
Extracto de alga Sargassum spp.; PAN: Producto de A. nodosum; TO: Testigo absoluto; CV: Coeficiente de variacion;
BFV: Biomasa fresca del vastago; BFR: Biomasa fresca de la raiz; n =5 + DE.
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Figura 2. Apariencia de las plantulas de tomate hibrido CID F1 bajo la aplicacion de los
EAS. La plantula marcada como T7R7 corresponde a la aplicacion del EAS7,
tratamiento que incrementd las variables agrondmicas evaluadas.

4. Discusion

4.1. Evaluacion de la composicion quimica y capacidad antioxidante del alga seca

En el estudio se utiliz el alga Sargassum spp. para obtener extractos hidro-
etandlicos. El alga pertenece al grupo de las algas pardas, el cual en los ultimos afios ha
generado una incertidumbre en las costas del Caribe por las acumulaciones atipicas, que
causan problemas turisticos, de contaminacion y de salud pablica (Chavez et al., 2020;
Oxenford et al., 2021). Esta problematica es causada por actividades antropogeénicas,

como la contaminacién con fertilizantes provenientes de la agricultura y la descarga de
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vertidos industriales, lo cual favorece el crecimiento del alga (Djakouré et al., 2017). El
alga fue recolectada en el Cribe mexicano, lo cual da lugar a su composicién bioquimica
que varia en gran medida con otros estudios con Sargassum sp. que informan contenidos
de proteina (1.26%) y fibra cruda (0.43%) por debajo de los mostrados en este estudio
(Nurjanah et al., 2017).

Garcia-Casal et al. (2009) en su investigacion con Sargassum sp. muestran una
concentracion superior de fenoles, pero no de capacidad antioxidante en comparacion a
los resultados mostrados en el presente trabajo para el alga seca. Posiblemente esto se
debe a que el alga utilizada en esta investigacién contiene mayores concentraciones de
otros compuestos bioactivos con actividad antioxidante como carotenoides, vitaminas y
GSH.

4.2. Extraccion hidro-etanélica de GSH de Sargassum spp. mediante reactor batch

En la actualidad los extractos de algas pardas han ganado mucho interés en la
agricultura, esto por sus moléculas con actividad bioestimulante (Sarifiana-Aldaco et al.,
2021). En los dltimos afios se han utilizado diferentes técnicas de extraccion de
biomoléculas las cuales pretenden ser amables con el medio ambiente (Sosa-Hernandez
et al., 2018; Shukla et al., 2019). De acuerdo con la técnica de extraccion utilizada, la
concentracion de biomoléculas serd diferente, por lo cual dicha técnica tiene que ser
elegida de acuerdo con los objetivos del estudio (Michalak et al., 2014). EI GSH es un
metabolito que no ha sido estudiado en algas pardas, sin embargo, esta involucrado en la
adaptacion de estos organismos y plantas vasculares al estrés (El-Beltagi et al., 2020;
Sarifiana-Aldaco et al., 2021).

Las extracciones hidro-etandlicas han sido utilizadas ampliamente para la
extraccion de biomoléculas en frutos, hojas, flores y semillas (Xi, 2017; Ghendov-
Mosanu et al., 2022). En este sentido al tener un sistema de extraccion cerrado y con
temperaturas elevadas la presion aumenta y esto facilita la lisis celular, provocando una
mayor liberacion de moléculas, y el mantener dichas condiciones a lapsos mas
prolongados incrementa el rendimiento de extraccion (Heffernan et al., 2016;
Casagrande et al., 2018). La concentracion y la polaridad del solvente tambien es

importante en la extraccion, pero la eficiencia de extraccion también depende de la
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estructura quimica del GSH (Casagrande et al., 2018). Fu et al. (2016) informaron que
temperaturas méas elevadas y tiempos de extraccion méas prolongados la extraccion de
fenoles y flavonoides fue mas eficiente y la capacidad antioxidante ABTS y DPPH
aumentaron en Sargassum polycystum. EI GSH es de basta importancia en el sistema
antioxidante al formar parte del ciclo GSH-ascorbato, ruta metabdlica encargada de
detoxificar a las células de las especies reactivas de oxigeno (ERO) (Yao et al., 2021).
También es cofactor de la enzima antioxidante glutation peroxidasa, encargada de
eliminar H20. en altas concentraciones y también forma parte de las fitoquelatinas,
compuestos encargados de la quelacién de metales pesados en el citoplasma celular en
las algas y plantas vasculares que posteriormente los almacenan en las vacuolas
centrales o el apoplasto (El-Beltagi et al., 2020; Yao et al., 2021). También al ser un
metabolito nitrogenado esta involucrado en la acumulacion de biomasa de las plantas, al
estimular directamente el metabolismo del N y el carbono (C) (Colla et al., 2017,
Rouphael et al., 2017).

4.3. Analisis estadistico y optimizacion de GSH con DCC

El poder optimizar la extraccion de biomoléculas a partir de residuos de
Sargassum ofrece muchas ventajas que se basan en la obtencion de los méas altos
rendimientos de extraccion usando las condiciones Optimas. El analisis nos indica que la
temperatura y el tiempo fueron las variables que presentaron diferencias significativas en
la extraccion de GSH. Esto concuerda con lo mencionado por Ferreira et al. (2019)
quienes reportan que temperaturas mas elevadas tienen un mayor poder de extraccion
que las temperaturas bajas y estas combinadas con tiempos mas prolongados permiten
una mayor solubilizacion de los compuestos bioactivos.

El andlisis también mostré que el etanol no causé efectos significativos en la
extraccion de GSH, a medida que se incrementd su concentracion, disminuyo la de
GSH, lo que indica que el etanol al tener un punto de ebullicion mas bajo que el agua
tiende a aumentar en mayor medida la temperatura de la solucion de extraccion y por
ende aumenta el rendimiento de extraccién, sin embargo, a temperaturas y presiones mas
elevadas es posible que el GSH se degrade a los aminoacidos glutamato, cisteina y
glicina (Garcia-Salas et al., 2010; Wijngaard et al., 2012).
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Teniendo en cuenta que él % de etanol no fue significativo para la mayoria de las
moléculas extraidas es recomendable hacer extracciones acuosas Unicamente y de esta

manera se reduce el uso de disolventes, el consumo de energia y las emisiones de COx.

4.4. Compuestos nitrogenados, fenilpropanoides, fitohormonas y monosacaridos de los
EAS

De una forma general se observa que el rendimiento de extraccion de las
biomoléculas determinadas para todas las condiciones experimentales la mas eficiente
fue la de 160 °C, 30 min y 50% de etanol (EAS7), lo cual es atribuido a dichas
condiciones que fueron las méas severas. En el estudio también se aprecia que la
condicion de 120, 0 min y 50% de etanol (EAS2) fue la que presenté las menores
concentraciones de biomoléculas, esto porque las condiciones de extraccion fueron de
las menos severas. Estos resultados concuerdan con lo reportado por Ferreira et al.
(2019) quienes mencionan que a temperaturas mas elevadas (120 °C) y tiempos de
extraccion (240 min) mas prolongados la extraccion de fucosa, yodo y fenoles totales es
mayor en Fucus vesiculosus, asi mismo, la capacidad antioxidante ABTS es mayor.

Las proteinas y los aminoéacidos tienen funciones importantes en las plantas al
estar involucrados en la acumulacion de biomasa (absorcion de N), tienen efecto
guelante, fungen como osmolitos y tienen actividad antioxidante (Hassan et al., 2020).
Actualmente su uso esta dirigido en la bioestimulacién vegetal para mitigar los efectos
adversos del estrés bidtico y abidtico (Alfosea-Simdn et al., 2020). De esta manera, Imbs
et al. (2011) embebieron semillas de soya en extractos del alga parda Laminaria
japonica y obtuvieron una estimulacion en el crecimiento y productividad del cultivo,
gracias al contenido de aminoéacidos libres en los extractos. EI GSH al igual que las
proteinas y aminoacidos también es una biomolécula nitrogenada y el EAS7 fue uno de

los tratamientos que presentd mayores concentraciones.

En el caso de los fenoles son de los metabolitos secundarios mas abundantes en
las plantas y cumplen con funciones antioxidantes al neutralizar ERO, tienen efectos
alelopaticos y de atraccién a polinizadores, aunado a esto al ser aplicados exdgenamente
a las plantas regulan la sintesis de diferentes antioxidantes (Kiani et al., 2021). Singh et
al. (2017) aplicaron acido galico y rutina en el cultivo de arroz, sus resultados indican
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que se incrementd el contenido de clorofilas, carotenoides y flavonoides. En este sentido
gran parte de los efectos bioestimulantes de los productos derivados de algas pardas son
gracias a los fenoles, ya que, son de los metabolitos secundarios mas abundantes que
estas algas contienen (Belghit et al., 2017; Ertani et al., 2018). Existen fenoles que solo
se encuentran en las algas pardas, como es el caso del 2,4,6-trihidroxibenzoato, derivado
del &cido benzoico (Belghit et al., 2017). Es relevante mencionar que el EAS7 no solo
cuenta con una mayor acumulacion de fenoles, sino que también es uno de los
tratamientos que cuenta con las mayores acumulaciones de GSH. Esto nos habla del
poder antioxidante con el que cuenta este tratamiento que se vio reflejado en una mayor
capacidad antioxidante.

Las plantas vasculares y las algas cuentan con una diferencia en la concentracion
de fitohormonas, siendo las algas las que las acumulan en mayor medida, principalmente
auxinas, citoquininas y giberelinas (Benitez-Garcia et al., 2020). Las fitohormonas en las
plantas ejercen su funcion a muy bajas concentraciones, siendo su principal efecto a
nivel celular cambiando los patrones de crecimiento y desarrollo (Alcantara Cortes et
al., 2019). Las auxinas, principalmente el AlA interviene en la elongacion y division
celular, la diferenciacion de tejidos y las respuestas de la luz y a la gravedad (Chandra et
al., 2018). Las citoquininas principalmente la tZ activan el crecimiento de yemas
laterales, retardan la senescencia de las hojas y estimulan la translocacién de nutrientes
(Honig et al., 2018; Hai et al., 2020). Las giberelinas regulan proceso clave en las
plantas como la germinacion de semillas, alargamiento de raices y brotes (alargamiento
celular), la floracion y el desarrollo de frutos (Binenbaum et al., 2018). Benitez-Garcia
et al. (2020) identificaron AIA y tZ en extractos de dos algas (Padina durvillaei y Ulva
Lactuca) distribuidas en el pacifico mexicano e indican que los extractos de U. Lactuca
presentaron las concentraciones mas altas, esto porque pertenecen a diferente division, lo
cual hace que su composicion difiera en gran medida. Kumari et al. (2011) aplicaron de
forma foliar y en drench extractos de Sargassum johnstonii e informaron que se estimuld
el desarrollo de raices y rendimiento del cultivo de tomate debido a la presencia de
auxinas, citoquininas y giberelinas en los extractos aplicados.

Las algas Sargassum contienen grandes cantidades de metabolitos, pero los que

predominan son los carbohidratos, lo que las hace ideales para su uso como
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bioestimulantes en el sector agricola (Vijay et al., 2017). La glucosa al ser un producto
de la fotosintesis ocupa un lugar envidiable en todo el metabolismo de las células
vegetales (Sami et al., 2018). Este carbohidrato es evocador de antioxidantes como el
acido ascorbico y los compuestos fendlicos, sin embargo, también esta involucrado en la
germinacién de las semillas, la floracién y la fotosintesis, ya que gracias a este
metabolito se logra producir adenosin trifosfato (ATP), la molécula mas rica en energia
que es usada en los procesos antes mencionados (Sami et al., 2018; Wang et al., 2018;
Shrestha et al., 2019). La glucosa es el monosacarido basico de polisacaridos de reserva
(almiddn) y estructurales (celulosa) (Liu et al., 2021).

La galactosa al ser un isémero de la glucosa cumple con funciones similares en
las plantas como la biosintesis del &cido ascorbico al ser uno de sus compuestos
evocadores, no obstante, su funcion estd muy marcada frente al estrés por frio, ya que al
ser un azucar soluble aumenta la concentracion de liquido celular para reducir el punto
de congelacion en el citoplasma (Yan et al., 2022). EI manitol cumple con funciones
quelantes que permiten mejorar la absorcion y transporte de minerales en las plantas,
aunado a esto su principal rol esta en su funciones osmoprotectante ante el déficit
hidrico y la defensa frente a enfermedades (Patel et al., 2016). La fucosa es un
monosacarido del cual no existe suficiente informacion sobre su efecto en las plantas,
sin embargo, gracias a su estructura tiene la capacidad de quelatar elementos minerales y
hacerlos disponibles para las plantas, aunado a esto existen reportes recientes de que este
monosacarido estad involucrado en la respuesta inmune de las plantas ante el ataque de
patdgenos, esto mediante el proceso de fucosilacion de proteinas involucradas en la
respuesta al estrés (Zhang et al., 2019).

Ali et al. (2016) evaluaron la aplicacion foliar y en drench de extractos de A.
nodosum en el cultivo de tomate e indican que existié aumento de altura, densidad
radicular y rendimiento del cultivo gracias al contenido de carbohidratos en los extractos
que mejoraron la translocacion de los nutrientes minerales. Yan et al. (2022) mencionan
que el estrés por frio en plantas de té causd un incremento sustancial de galactosa e
indican que este azUcar funciona como una sefial para regular la resistencia al frio en las

plantas.
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El EAS7 al presentar un pH maés bajo se relaciona con la mayor extraccion de
GSH, aminoécidos, fenoles, y AIA que son considerados acidos organicos con
capacidad para disminuir el pH y mejorar el crecimiento y acumulacion de biomasa en
los cultivos agricolas (Kim et al., 2005; Paco et al.,, 2011; Panchal et al., 2021;
Scicutella et al., 2021). EI EAS8 al presentar la CE més alta se relaciona con la
presencia de iones, el cual posiblemente contiene la mayor concentracion de minerales,

analisis que no se llevd a cabo en este experimento (Solis-Castro et al., 2018).

4.5. Prueba de los EAS en las plantulas de tomate

Los bioestimulantes vegetales y en especial los extractos de algas cumplen con la
funcién de estimular diferentes procesos naturales en las plantas como la absorcion y
asimilacion de nutrientes, la induccion de tolerancia a estrés y mejorar algunas
caracteristicas agronomicas (Franzoni et al., 2022). Estos resultados se le atribuyen a la
composicion bioquimica del EAS7, el cual presentd la mayor concentracién de
metabolitos, motivo por el cual, existio una mayor bioestimulacién que se tradujo en
mejoras del crecimiento y acumulacion de biomasa de las plantulas de tomate. En este
sentido, no se le atribuye el efecto a una biomolécula en especifico. Los metabolitos
nitrogenados, los fenilpropanoides, las fitohormonas y los carbohidratos al actuar en
conjunto, potencializan su efecto bioestimulante, en comparacion a su efecto individual,
por lo cual, los extractos de algas pardas en general son de los bioestimulantes mas
prometedores, ya que cuentan con diferentes biomoléculas efectoras (Battacharyya et al.,
2015; Rouphael et al., 2018). Resultados similares reportan Vijayanand et al. (2014)
quienes indican que el uso de extractos de Sargassum wightii al 1.5% en frijol
incremento la altura de la planta, la longitud de la raiz, la biomasa fresca y seca y el area

foliar.

5. Conclusiones

La algas de género Sargassum actualmente son un problema de contaminacion
por sus acumulaciones en las costas, sin embargo, se le estan dando diferentes usos y
uno de ellos es en la agricultura como bioestimulantes. El uso de soluciones hidro-

etanolicas han demostrado ser eficientes en la extraccion de compuestos bioactivos con
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poder bioestimulante en cultivos agricolas. En el experimento se llegd hasta la
optimizacion de la extraccion de GSH y lo que se pretende es utilizar dichas condiciones
de extraccion en experimento posteriores y usar los extractos como bioestimulantes
vegetales. De esta manera se tendra como base que el GSH estara en su nivel de
concentracion mas alto en los extractos y, por ende, sera responsable en gran parte de los
efectos que se puedan encontrar.

La otra parte del experimento que consistié en determinar demas metabolitos de
los extractos producidos y aplicarlos en plantulas de tomate arrojé que la condicion
experimental de 160 °C, 30 min y 50 % de etanol fue la méas eficiente, tanto en la
concentracion de metabolitos como en los efectos positivos en las plantulas al mejorar el
crecimiento y biomasa. Aunado a esto es importante tener en cuenta que estos productos
de algas tienen efecto bioestimulante a bajas concentraciones, por lo cual, la dosis

utilizada, el modelo biolégico y las condiciones ambientales seran determinantes.
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Resumen: En la actualidad el uso de bioestimulantes en la agricultura es una
herramienta innovadora para mitigar ciertas tensiones ambientales. Los extractos de
algas pardas se han convertido en una de las categorias mas importantes de
bioestimulantes en la agricultura, esto por los diferentes usos y resultados positivos que
se obtienen. En este estudio, se evalud la aplicacion de extractos de Sargassum spp. y un
producto comercial a base de Ascophyllum nodosum sobre el crecimiento, sistema
antioxidante y expresion de genes de defensa en plantulas de tomate bajo estrés salino.
Los resultados demuestran que los extractos de Sargassum spp. aumentan el crecimiento
y acumulacién de biomasa, mejoran el sistema antioxidante enzimatico y no enzimatico

y promueven la expresion de genes de defensa en plantulas de tomate en condiciones sin
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estrés y con estrés salino. Los resultados sugieren que el uso de extractos de Sargassum
spp. mejoran la tolerancia a la salinidad en plantulas de tomate mediante la activacion
del sistema de defensa, que se basa en la eliminacion de especies reactivas de oxigeno y

en la proteccién de biomoléculas sensibles al estres.

Palabras clave: algas pardas; antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos;

bioestimulacion; estrés oxidativo; expresion genica; Solanum lycopersicum

1. Introduccién

La salinidad es uno de los diferentes tipos de estrés abidtico que afecta
negativamente la productividad de los cultivos, incluso es el mas limitante en cuanto al
estrés abidtico (Liu et al., 2020). Este estrés influye negativamente en la absorcion y
asimilacién de agua y nutrimentos, aunado a que genera toxicidad, lo que, lo hace mas
nocivo para la produccion de cultivos (Ahmad et al., 2018; Abdelaal et al., 2020). El
estrés inducido por salinidad en plantas causa una disminucién del potencial hidrico, por
la alta concentracidn de iones disueltos en la solucién del suelo o solucién nutritiva (Arif
et al., 2020). Las plantas al ser sometidas a este tipo de estreés sufren cambios en el
ambito fisiolégico-morfoldgico (reduccion de la fotosintesis, del crecimiento y cierre de
estomas) y bioquimico (sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) y
produccién de antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos) (Hernandez-Hernandez et
al., 2018a; Arif et al., 2020). La sobreproduccion de ERO causa dafios a carbohidratos,
proteinas, lipidos y acidos nucleicos, sin embrago, las plantas al producir antioxidantes
logran mitigar hasta cierto punto el estrés (Raja et al., 2017; Hasanuzzaman et al.,
2020).

Ante esta situacion, se han buscado alternativas para poder disminuir los efectos
adversos del estrés por salinidad en los cultivos, y una de ellas es el uso de
bioestimulantes de origen botanico y de algas. El uso de extractos de algas pardas en los
ultimos afios ha tenido un impacto importante en el sector agricola, esto por el poder
bioestimulante que le proporcionan los carbohidratos, compuestos fendlicos,
carotenoides, aminoacidos, fitohormonas y vitaminas existentes en dichos extractos
(Hamed et al., 2018; Benitez-Garcia et al., 2020; Mukherjee et al., 2020; Sarifiana-

Aldaco et al., 2021). En general, los metabolitos presentes en los extractos cumplen en
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las plantas con una funcion de proteccion, proporcionandoles asi, mayor tolerancia al
estrés (Zou et al., 2019). Aunado a esto los extractos cumplen con actividades que
mejoran el crecimiento y desarrollo de las plantas (Zou et al., 2019; Sarifiana-Aldaco et
al., 2021). Cabe mencionar que el efecto bioestimulante de los extractos en las plantas se
produce a bajas concentraciones (Rouphael et al., 2020).

El uso de algas en la agricultura ha ido en aumento, sin embargo, las mas
utilizadas, son las pardas, esto por su mayor concentracion de metabolitos (Gonzalez-
Morales et al., 2021a). Las algas pardas del género Sargassum hoy en dia son un
problema turistico y de contaminacion en las costas del Caribe (Chévez et al., 2020).
Debido a esto, a dicha alga se le empezaron a dar diferentes usos, esto para aprovechar
las cantidades exageradas en las costas. Los usos van desde la construccion de viviendas,
produccién de suplementos alimenticios, produccion de cosméticos y como
bioestimulantes en el area agricola (Waghmode et al., 2019; Ali et al., 2021; Lépez-Sosa
etal., 2021).

Los extractos de algas Sargassum spp. (EAS) han mostrado resultados positivos
como inductores de tolerancia al estrés abiotico. Anteriormente, se ha demostrado que
los EAS mejoraron la tolerancia a NaCl en el cultivo de garbanzo al mejorar los
parametros de crecimiento y las actividades enzimaticas de la superoxido dismutasa
(SOD), ascorbato peroxidasa (APX) y peroxidasa (POD) (Abdel Latef et al., 2017).
También se demostrd que los EAS aumentaron la actividad de las enzimas SOD, POD y
catalasa (CAT) e incrementaron el contenido de fenoles, prolina y la actividad
antioxidante total en plantas de cebada sometidas a estrés por NaCl (Sofy et al., 2017).
Aunado a esto existen reportes que mencionan que regulan la expresion de genes de
defensa en las plantas, lo que, promueve la tolerancia al estrés (Jithesh et al., 2019; Ali
et al., 2021). De acuerdo con lo anterior, el objetivo de la presente investigacion fue
evaluar el efecto de un extracto hidroalcohdlico de Sargassum spp. sobre la induccion de
tolerancia a estrés por NaCl en plantulas de tomate.
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2. Materiales y métodos

2.1. Material vegetal y condiciones experimentales

Semillas de tomate hibrido el CID F1 (Harris Moran Seed Company, Modesto,
CA, USA; tipo saladette y crecimiento indeterminado) fueron sembradas en bandejas de
poliestireno con una mezcla de peat moss y perlita (1:1 v/v). El experimento se
estableci6 en un invernadero cubierto de polietileno en el Departamento de Horticultura
de la Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro (Saltillo, México). La temperatura
promedio fue de 28 °C y 50 a 60% de humedad relativa. Las plantulas se cultivaron
durante 30 dias hasta que desarrollaron cuatro hojas verdaderas. Posteriormente fueron
trasplantadas en contenedores de unicel de 1 L con la misma relacion de sustrato
utilizada para la siembra. El sistema de riego fue manual, dando un riego al dia a
capacidad de campo. La nutricion de las plantas se realizd con una solucién nutritiva
Steiner (1961) al 25%.

2.2. Tratamientos

Se utilizé un EAS hidroalcohodlico al 1.5%, producido mediante un reactor batch
bajo las condiciones de 160 °C, 30 min y etanol al 50%. La relacion que se utilizé para
la extraccion fue de 1:20 (1 g de alga 'y 20 mL de etanol al 50%). La dosis utilizada del
EAS fue de acuerdo con investigaciones realizadas por Ramya et al. (2011, 2015) y
Kasim et al. (2015) y la condicion de extraccion se selecciond con base en los resultados
obtenidos en una prueba preliminar establecida por Sarifiana-Aldaco et al. (2021). Al

EAS se le realiz6 una caracterizacion bioquimica que se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Caracterizacion bioquimica del EAS.

Composicion Concentracion
pH 5.60 £0.10
CE (dSm?) 0.83+0.01
Proteinas totales (mg g PS) 3.47 +£0.08
GSH (mg g PS) 3.29£0.02
Aminoécidos (mg g PS) 0.43 +0.008
Fenoles totales (mg EAG g PS) 8.43+0.79
Flavonoides (mg EC g PS) 2.83+0.04
AIA (mg kg PS) 0.57 +0.07

tZ (ug g PS) 175.99 £ 7.49

Glucosa (mg 100 g* PS) 107.87 + 0.004
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Galactosa (mg 100 g PS) 74.01 +0.49
Fucosa (mg 100 g PS) 258.37 +9.82
Manitol (mg 100 g PS) 29.96 + 0.40

CAET DPPH (mg g™* PS) 53.54 + 1.70

EAS: Extracto de alga Sargassum spp.; CE: Conductividad eléctrica; GSH: Glutation
reducido; EAG: Equivalentes de &cido galico; EC: Equivalentes de catequina; AlA:
Acido Indol-3-acético; tZ: Trans-zeatina; CAET: Capacidad antioxidante en
equivalentes trolox; DPPH: 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl; PS: Peso seco; n = 3 excepto
GSH, aminoéacidos y fenoles totales (n = 5) + Desviacion estandar (DE).

Los tratamientos aplicados fueron los siguientes: (1) control con agua destilada
(CA), (2) producto comercial de A. nodosum (BYOALG®) al 0.13% con base en las
especificaciones de uso (PCAN), (3) aplicacion del extracto de alga Sargassum spp.
(EAS), (4) CA 'y NaCl al 100 mM (CA + NacCl), (5) PCAN y NaCl al 100 mM (PCAN +
NaCl), (6) EAS y NaCl al 100 mM (EAS + NaCl), dando un total de seis tratamientos.
Los extractos de algas se aplicaron via foliar y se utilizd un aspersor manual y se
rociaron las plantas hasta el punto de goteo, las aplicaciones fueron cada 10 dias a partir
del trasplante, acumulando cuatro aplicaciones durante la prueba, la cual, tuvo una
duracion de 31 dias (Figura 1). Las aplicaciones se realizaron entre las 08:00 y las 10:00
h. Para evitar la pulverizacion de tratamientos vecinos, se utiliz6 una barrera pléstica
flexible para aislar el espacio de aplicacion. El estrés por NaCl se aplico a partir del
quinto dia después del trasplante (DDT) en la solucién nutritiva hasta el final de la

prueba.

2.3. Muestreos y evaluaciones

Se realizaron tres muestreos destructivos y tres evaluaciones, que fueron a las 24
h después de la segunda aplicacion de los extractos (10 DDT), 24 h después de la tercera
aplicacion de los extractos (20 DDT) y 24 h después de la cuarta aplicacion de los
extractos (30 DDT) (Figura 1). Los muestreos destructivos constaron de cinco plantas
por tratamiento para determinar metabolitos indicadores de estrés y cuatro plantas para
la expresion de genes de defensa, los cuales, se realizaron retirando todas las hojas de las
plantulas y congelandolas inmediatamente con nitrogeno liquido y se almacenaron en un
ultracongelador a -80 °C. Las evaluaciones constaron de cinco plantas por tratamiento
que fueron elegidas para medir la altura de la planta, numero de hojas, diametro de tallo



72

y conductancia estomatica de las hojas (SC-1 Leaf porometer, ICT International). Al

final de la prueba se cuantificd la biomasa fresca y seca de las plantulas.
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Figura 1. Representacion esquemética del experimento. EAS: Extracto de algas
Sargassum spp.; DDT: Dias después del trasplante.

2.4. Analisis bioquimicos

Para las determinaciones de los metabolitos indicadores de estrés en las hojas de
las plantulas de tomate el tejido congelado fue liofilizado y macerado con mortero de
mano para posteriormente realizar las extracciones y cuantificaciones de acuerdo con las
metodologias empleadas.

El contenido de pigmentos fotosintéticos se determind segun el método de
Wellburn (1994) con modificaciones. Las proteinas totales se determinaron por el
método descrito por Bradford (1976). La actividad enzimatica de la SOD (EC 1.15.1.1)
se determind utilizando un kit comercial Cayman® 7060002 (Cayman chemical
company, Ann Arbor, MI, USA) (Medrano Macias et al., 2021), y sus resultados se
expresan en U mL™ entre proteinas totales. Una unidad de SOD se define como la
cantidad de enzima necesaria para exhibir una dismutacion del 50% del radical
superdxido. La actividad enzimética de la CAT (EC 1.11.1.6) se determiné como se
describe en Dhindsa et al. (1981), y sus resultados se reportan como U (consumo en mM
de peroxido de hidrogeno por minuto) entre proteinas totales. La actividad de la APX
(EC 1.11.1.11) se determind como se describe en Nakano y Asada (1987), y sus

resultados se reportan como U (umol de acido ascérbico oxidado por minuto) entre
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proteinas totales. La actividad de la fenilalanina amonio liasa (PAL) (EC 4.3.1.5) se
determind de acuerdo a lo establecido por Syktowska-Baranek et al. (2012), y su
resultados se reportan como U (produccion en pumol de acido trans-cinamico por minuto)
entre proteinas totales.

El &cido ascérbico fue determinado por cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) (HPLC VARIAN 920LC), mediante el método descrito por Nour et al. (2010).
El glutation (GSH) se cuantificd con el método de Xue et al. (2001), mediante la
reaccion del acido nitrobenzoico 5,5-ditio-bis-2 (DTNB). Los fenoles totales se
determinaron con el método de Singleton et al. (1999), mediante la reaccion del Folin-
Ciocalteu. Los flavonoides fueron cuantificados por el método del cloruro de aluminio,
como lo describe Zhishen et al. (1999). La capacidad antioxidante hidrofilica y lipofilica
se determind utilizando el radical DPPH, como se describe en Brand-Williams et al.
(1995), con algunas modificaciones. Los compuestos hidrofilicos se extrajeron con
metanol al 100% y los lipofilicos se extrajeron con hexano-acetona (1:1 v/v).

El contenido de prolina libre se cuantificé con el método descrito por Bates
(1973). El peroxido de hidrogeno (H203) se cuantificd mediante la metodologia descrita
por Antoniou et al. (2018) utilizando yoduro de potasio como agente de reaccion.

El contenido de aminoacidos del EAS se determind de acuerdo con lo descrito
por Yemm y Cocking (1955). AIA, tZ y monosacaridos del EAS se cuantificaron por
HPLC, usando las metodologias de Bosco et al. (2013), Rivas-Martinez et al. (2016) y
Rodriguez-Jasso et al. (2011), respectivamente. El resto de los metabolitos del EAS se
determiné de acuerdo con las metodologias descritas anteriormente.

Para las determinaciones de pigmentos fotosintéticos, proteinas, actividad
enzimatica, GSH, fenoles totales, flavonoides, capacidad antioxidante, prolina 'y H>O2 se
utilizé un espectrofotometro Uv-Vis (Thermo Scientific Model G10S, Waltham, USA).

2.5. PCR con transcriptasa inversa en tiempo real

Se utilizé el reactivo TRIzol (TRI Reagent®) para la extraccion de RNA de las
hojas de las plantulas de tomate, posteriormente se purifico con cloroformo y se
precipito con isopropanol, de acuerdo en los descrito por Cui et al. (2004) EI RNA se
tratd con DNase | (Sigma-Aldrich, USA) y se cuantific6 por medio de un
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espectrofotometro Uv-Vis, con la relacion de Azeo/A2s0 Nm, y la calidad se detemino
mediante electroforesis desnaturalizante. Se realizo la sintesis de cDNA utilizando el kit
comercial Bioline (SensiFAST cDNA Synthesis Kit). Los primers correspondieron a un
gen endogeno (actina) y nueve genes de estudio: NCED1 (9-cis-expoxicarotenoide
dioxigenasa 1), HSP70 (proteina de choque térmico), PIP2 (acuaporina), P5CS1 (deltal-
pirrolina-5-carboxilato sintasa 1), ERD15 (proteina de embriogénesis tardia), Fe-SOD
(superdxido dismutasa de hierro), CAT1 (catalasa), cAPX2 (ascorbato peroxidasa
citosélica) y PAL5-3 (fenilalanina amonio liasa). Los primers fueron disefiados
utilizando el software Primer BLAST (National Center for Biotechnology Information
NCBI, Bethesda, USA) y Oligoanalizer 3.1 (Integrated DNA Technologies IDT,
Coralville, USA) a excepcion de ERD15, Fe-SOD y cAPX2 que se obtuvieron de Ziaf et
al. (2016) y Mascia et al. (2010), respectivamente. Las secuencias de los primers

utilizados se describen en la Tabla 2.

Tabla 2. Secuencia de primers de los genes analizados.

Gen Forward Primer 5°-3 Reverse Primer 5"-3°

ACT CCCAGGCACACAGGTGTTA CAGGAGCAACTCGAAGCTC
NCED1 CTTATTTGGCTATCGCTGAACC CCTCCAACTTCAAACTCATTGC
HSP70 TGCTGGAGGTGTTATGACCA GACTCCTCTTGGTGCTGGAG

PIP2 CTGCACCGTTGCTCGATTTT GCGACAGTGACGTAGAGGAA
P5CS1 CTGTTGTGGCTCGAGCTGAT GACGACCAACACCTACAGCA

ERD15 AGGCATCAAGTCATCACTCTCTGGT GAGGTAAATGTGAGTAAGAACCAACG
Fe-SOD CTGGGAATCTATGAAGCCCAACGGA CAAATTGTGTTGCTGCAGCTGCCTT

CAT1 TCGCGATGGTGCTATGAACA CTCCCCTGCCTGTTTGAAGT
CAPX2 GTGACCACTTGAGGGACGTGTTTGT ACCAGAACGCTCCTTGTGGCATCTT
PAL5-3 GGAGGAGAATTTGAAGAATGCTGTG TCCCTTTCCACCACTTGTAGC

Las reacciones de PCR en tiempo real se realizaron en el equipo Applied
Biosystems StepOne™ Equipment version 2.3 (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA) mediante el método AACt midiendo la intensidad de fluorescencia del
SYBR™ Select Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). La reaccion
de PCR se realiz6 en un volumen de 20 pL para todos los genes (10 pL Master Mix, 1
uL de cDNA, la concentracion de primers y agua libre de nucleasas). Para el gen de
actina, la concentracion de primer forward fue de 72 nM y 60 nM del primer reverse.
Para el gen NCED1, ERD15, cAPX2 y Fe-SOD, la concentracion de los primers fue de
300 nM equimolar. Para el gen HSP70, la concentracion de primer forward fue de 80

nM y 100 nM del primer reverse. Para el gen PIP2 y P5CS1, la concentracion de los
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primers fue de 100 nM equimolar. . Para el gen CATL, la concentracion de los primers
fue de 200 nM equimolar. Para el gen PAL5-3, la concentracion de primer forward fue
de 150 nM y 100 nM del primer reverse. La PCR en tiempo real se corrio bajo las
siguientes condiciones: 10 min a 95 °C y PCR (40 ciclos), 15sa 95 °Cy 1 min a 60 °C.

2.6. Disefo experimental y andlisis de datos

Se utiliz6 un disefio completamente al azar con arreglo factorial 3*2,
considerando 20 repeticiones por tratamiento. Se realiz6é un analisis de varianza y prueba
de medias LSD de Fisher (p < 0.05). Todos los procedimientos estadisticos se realizaron
utilizando el software Infostat (v2020). Los mapas de calor para la expresion de los
genes se llevaron a cabo en el software estadistico GraphPad Prism 8.

3. Resultados

3.1. Crecimiento y biomasa de las plantulas

El estrés por NaCl afectdé negativamente los parametros de crecimiento de las
plantulas de tomate, sin embargo, con la aplicacion del EAS se mejoraron estas variables
(Tabla 3 y Figura 2). Se puede apreciar de manera general que todos los tratamientos
estresados mostraron valores por debajo de los que no fueron estresados. El tratamiento
gue mostrd los mejores resultados en las diferentes evaluaciones fue el EAS, el cual,
incrementd la altura al final de la prueba en un 55.63%, el diametro del tallo en un
48.42% y el nimero de hojas en un 29.54%, en comparacion al CA + NaCl, el cual, fue
el mas bajo. En cuanto a los tratamientos estresados se puede observar que en altura y
namero de hojas son estadisticamente iguales, pero no para el didametro de tallo, donde el
mejor fue el EAS + NaCl, superando al CA + NaCl en un 14.76% (11 DDT), 14.88%
(21 DDT) y 16.04% (31 DDT), siendo este el més afectado.



Tabla 3. Pardmetros de crecimiento de las plantulas de tomate.
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Evaluacion Tratamiento Altura de plantula Diametro de tallo NUmero de hojas
(cm) (mm)
CA 12.00 £ 0.73 bc 3.18+0.23 bc 6.00+0.00 b
PCAN 12.66+1.05b 3.22+0.27h 6.60+0.55h
11 DDT EAS 1404 +143a 3.54+£032a 7.40+0.89a
CA + NaCl 11.18+0.60c 2.71+£0.14d 6.00£0.71b
PCAN + NaCl 11.50+0.94 bc 291+0.15cd 6.20+045h
EAS + NaCl 11.72+0.91 bc 3.11+£0.18 bc 6.40+0.55h
CA 24.02+0.84 a 3.81+£0.15bc 8.20+045¢c
PCAN 2540+191a 4.05+0.25 ab 8.80+045h
21 DDT EAS 26.20+2.79 a 4.28+0.30a 9.60+0.55a
CA + NaCl 19.18+1.27b 3.09+0.14d 7.80+0.45¢c
PCAN + NaCl 20.78+1.71b 3.16+0.18d 8.00+0.00c
EAS + NaCl 20.97+0.67 b 355+0.16¢c 8.00+0.00c
CA 35.60+0.45h 451+0.15¢c 10.20+0.45h
PCAN 36.80 + 2.68 ab 483+0.35b 11.00+0.71a
31 DDT EAS 38.38+2.62a 5.18+0.30a 11.40+055a
CA + NaCl 24.66+1.09 c 3.49+0.14¢€ 8.80+045¢c
PCAN + NaCl 26.00+0.60 c 3.56+0.18¢ 9.00+0.00c
EAS + NaCl 2644 +1.26 ¢ 4.05+0.16d 9.20+045¢c

Letras diferentes dentro de cada columna indica diferencias significativas entre tratamientos (LSD, p <
0.05). DDT: Dias después del trasplante; CA: Control absoluto; PCAN: Producto comercial de A.
nodosum; EAS: Extracto de alga Sargassum spp.; NaCl: 100 mM de cloruro de sodio; n =5 £ DE.

En cuanto a la biomasa fresca y seca de las plantulas se aprecia que el estrés la
afectd negativamente, en comparacion a los tratamientos que no fueron estresados
(Tabla 4). Se puede observar que para la biomasa fresca y seca total el mejor tratamiento
fue el EAS, el cual, superd al CA + NaCl 1.7 y 1.6 veces, respectivamente, siendo este el
mas bajo. Referente a los tratamientos estresados se aprecia que el EAS + NaCl
incrementd la biomasa en comparacion al CA + NaCl y PCAN + NaCl, sin embargo, no
son estadisticamente diferentes a excepcion de la biomasa seca de la raiz, donde el EAS
+ NacCl, superé al CA + NaCl en un 51.35%.

Tabla 4. Biomasa fresca y seca de las plantulas de tomate al final del experimento.

Tratamiento BFV BFR BFT BSV BSR BST
@ @ @ @ @ @
CA 1958+ 1.34b 3.95+2.24 aCc 2353+3.14b 352+0.14b 0.84+0.09b 436+0.21b
PCAN 20.49+£243b 591+355a 26.40+554ab 3.69+044b 090+0.13b 459+057b
EAS 23.02+151a 5,04+1.71ab 28.06 +3.10 a 4.03+0.33a 1.12+0.17a 5.15+0.43a
CA + NaCl 9.32+093¢c 1.04+057d 10.36 +1.48 ¢ 155+0.14c 0.37+£0.09d 1.92+0.23¢
PCAN + NaCl 10.04+0.85¢ 222+141cd 12.27+2.23¢c 1.61+0.15¢ 0.43+0.07 cd 204+0.21c
EAS + NaCl 11.06+1.11¢c 243+1.35b-d 13.49+2.02¢c 1.72+0.10¢c 0.56+0.15¢ 228+0.20¢
CV (%) 9.37 59.09 16.82 9.36 17.43 10.00

Letras diferentes dentro de cada columna indica diferencias significativas entre tratamientos (LSD, p < 0.05). CA: Control absoluto;
PCAN: Producto comercial de A. nodosum; EAS: Extracto de alga Sargassum spp.; NaCl: 100 mM de cloruro de sodio; BFV:
Biomasa fresca del vastago; BFR: Biomasa fresca de raiz; BFT: Biomasa fresca total; BSV: Biomasa seca del vastago; BSR:
Biomasa seca de raiz; BST: Biomasa seca total; CV: Coeficiente de variacion; n =5 + DE.
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Figura 2. Plantulas de tomate en el ensayo experimental. EAS: Extracto de alga
Sargassum spp.; PCAN: Producto comercial de A. nodosum; CA: Control absoluto;
NaCl: 100 mM de cloruro de sodio.

3.2. Conductancia estomatica de las hojas

Los resultados muestran diferencias significativas entre tratamientos, el estrés
por NaCl caus6 una disminucién en la conductancia estomatica en comparacion a los
tratamientos que no fueron estresados (Figura 3). De forma general se observa que el
tratamiento que presentd la conductancia mas alta en las tres evaluaciones fue el EAS,
superando al CA + NaCl dos veces (11 DDT), 2.6 veces (21 DDT) y 25 veces (31 DDT),
el cual, fue el mas bajo. Respecto a los tratamientos estresados en la primera evaluacién
se observa que el EAS + NaCl fue el que estadisticamente fue mayor al superar al CA +
NaCl en un 49.70%, en la segunda evaluacién no existieron diferencias entre los
tratamientos y en la tercera evaluacion nuevamente el EAS + NaCl super6 al CA + NaCl

cuatro veces.



78

900
011 DDT ®m21DDT ®m31DDT
800 A a

ab

~

o

o
1

(o2}

o

o
1

(83
o
o
1
Qo

N

o

o
1

cd

CEs (mmol H,0 m2s1)
w
o
o
o
o
o

0 Il Il Il Il Il

ch AN AS (0. C) c\
vC ¥ oa Ychﬂ*m N

Tratamiento

Figura 3. Conductancia estomatica en las hojas de plantulas de tomate. Letras diferentes
indican diferencias significativas entre tratamientos (LSD, p < 0.05). DDT: Dias después
del trasplante; CEs: Conductancia estomatica; CA: Control absoluto; PCAN: Producto
comercial de A. nodosum; EAS: Extracto de alga Sargassum spp.; NaCl: 100 mM de
cloruro de sodio. n =5 * los intervalos de las barras representan la DE.

3.3. Pigmentos fotosintéticos

Los resultados fueron consistentes respecto al contenido de clorofila y
carotenoides, donde todos los tratamientos que fueron estresados incrementaron el
contenido de clorofila a, b y total en todos los muestreos, aunado a esto, con el uso del
EAS se aument6 la concentracion. En el caso de los carotenoides se aprecia que con el
estrés se disminuyO su concentracion en comparacion a los tratamientos que no se
estresaron (Figura 4).

El tratamiento que mejores resultados propicio fue el EAS + NaCl, el cual,
aumento la clorofila a, b y total en los tres muestreos. De manera general en clorofila
total el EAS + NaCl super6 al CA en un 20.70% (11 DDT), 46.41% (21 DDT) y 33.81%
(31 DDT). En cuanto a los carotenoides el EAS super6 al CA en un 13.95% (11 DDT) y



~ <)

Clorofila a (mg gt PS)
= [=2]

o - N

-
N

[N
o

Clorofila total (mg g PS)
o

o

w

=)

79

40% (31 DDT), en el segundo muestreo no existieron diferencias. Los tratamientos

estresados no mostraron diferencias en ninglin muestreo en cuanto a los carotenoides.
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Figura 4. Pigmentos fotosintéticos en las hojas de las plantulas de tomate. Letras
diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (LSD, p < 0.05). DDT:
Dias después del trasplante; PS: Peso seco; CA: Control absoluto; PCAN: Producto
comercial de A. nodosum; EAS: Extracto de alga Sargassum spp.; NaCl: 100 mM de
cloruro de sodio. n =5 * los intervalos de las barras representan la DE.

3.4. Actividad enzimatica y proteinas totales

Los resultados indican que existieron diferencias significativas entre tratamientos

(Figura 5). Para la actividad de SOD los tratamientos estresados aumentaron la actividad

en comparacion a los que no se estresaron. En los dos primeros muestreos de los

tratamientos estresados no existieron diferencias significativas, solo en el ultimo
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muestreo (31 DDT), donde el PCAN + NaCl fue el mayor al superar al CA + NaCl en un
41.26%, el cual, fue el més bajo dentro de los estresados. En cuanto a los tratamientos
que no se estresaron no existieron diferencias significativas en ningin muestreo. En la
actividad de CAT en el primer muestreo el EAS fue el mejor, superando en un 87.03%
al CA, en el segundo muestreo no existieron diferencias y en el tercer muestreo el EAS +
NaCl superé en 2.9 veces al CA. En la actividad APX se puede apreciar que los
tratamientos estresados y con el uso de EAS se incrementd su actividad. EI EAS + NaCl
fue el mejor en los tres muestreos al superar al CA en un 141.93% (11 DDT), 117.48%
(21 DDT) y 82.11% (31 DDT).

En la actividad PAL el EAS + NaCl modificé positivamente la actividad de la
enzima al superar al CA en un 12.07% (11 DDT), 25.04% (21 DDT) y 30% (31 DDT).
Los tratamientos no estresados mostraron las actividades mas bajas. Para proteinas
totales Unicamente existieron diferencias significativas en el primer muestreo, siendo los
mejores los tratamientos no estresados, especificamente el PCAN y el EAS, los cuales,
superaron al PCAN + NaCl en un 21.52 y 19.43% respectivamente, el cual, fue el mas

bajo.
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Figura 5. Actividad enzimatica y proteinas totales en las hojas de plantulas de tomate.
Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (LSD, p < 0.05).
DDT: Dias después del trasplante; SOD: Superoxido dismutasa; CAT: Catalasa; APX:
Ascorbato peroxidasa; PAL.: Fenilalanina amonio liasa; PS: Peso seco; CA: Control
absoluto; PCAN: Producto comercial de A. nodosum; EAS: Extracto de alga Sargassum
spp.; NaCl: 100 mM de cloruro de sodio. n =5 + los intervalos de las barras representan

la DE.
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3.5. Antioxidantes hidrofilicos y capacidad antioxidante

En cuanto al contenido de antioxidantes hidrofilicos y capacidad antioxidante en
las hojas, los resultados mostraron diferencias significativas con respecto al control en
los tres muestreos (Figura 6). En el contenido de acido ascorbico el EAS + NaCl en sus
tres muestreos fue el que obtuvo la mayor acumulacién, superando en un 53.95% (11
DDT), 1.2 veces (21 DDT) y 13.4 veces (31 DDT) al CA, que fue el que presento las
menores concentraciones. Respecto al GSH, el tratamiento que aumenté su
concentracion fue el PCAN + NaCl, superando al CA en un 5.21% (11 DDT) y 8.58%
(21 DDT), en el tercer muestreo no existieron diferencias.

En el contenido de fenoles totales, todos los tratamientos estresados
incrementaron su concentracion, en comparacion a los tratamientos que no fueron
estresados. EI EAS + NaCl fue el que presentd los mejores resultados y superd al CA en
un 18.01% (11 DDT), 1.2 veces (21 DDT) y 64.57% (31 DDT). En el contenido de
flavonoides fue similar al de fenoles totales, donde todos los tratamientos estresados
incrementaron su concentracion, en comparacion a los no estresados. De la misma
manera el EAS + NaCl fue el que present6 la mayor acumulacién de flavonoides donde
incrementd en un 22.26% (11 DDT), 71.29% (21 DDT) y 55.11% (31 DDT) su
concentracion, en comparacién con el CA.

En cuanto a la capacidad antioxidante hidrofilica se aprecia que los tratamientos
que la incrementaron son los que fueron estresados. En el primer muestreo el mejor
tratamiento fue el PCAN + NaCl, el cual, super6 al CA en un 19.21%, en el segundo
muestreo de la misma manera el PCAN + NaCl fue el que aumenté en mayor medida la
capacidad antioxidante, pero es estadisticamente igual al CA, en el tercer muestreo el
EAS + NaCl fue el mejor, al aumentar en un 3.75% la capacidad en comparacion al CA.

Para la capacidad antioxidante lipofilica se observd que los tratamientos que no
fueron estresados la incrementaron en comparacion a los estresados, sin embargo, en el
segundo muestreo no existen diferencias significativas entre tratamientos y en el tercer
muestreo el EAS + NaCl es estadisticamente igual a los tratamientos no estresados. En el
primer muestreo los mejores fueron el CA y el PCAN al aumentar la capacidad

antioxidante lipofilica en un 19.56 y 13.04%, respectivamente en comparacion con el
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PCAN + NaCl, el cual, fue el mas bajo. En el tercer muestreo el EAS fue el mejor,
superando en un 19.60% al CA + NaCl que fue el mas bajo.
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Figura 6. Antioxidantes hidrofilicos y capacidad antioxidante en las hojas de plantulas de tomate. Letras diferentes
indican diferencias significativas entre tratamientos (LSD, p < 0.05). DDT: Dias después del trasplante; PS: Peso seco;
EAG: Equivalentes de acido galico; EC: Equivalentes de catequina; CAH: Capacidad antioxidante hidrofilica; DPPH:
2,2-diphenyl-1-picrilhidrazilo; EAA: Equivalentes de &cido ascorbico; CAL: Capacidad antioxidante lipofilica; EBC:
Equivalentes de B-caroteno; CA: Control absoluto; PCAN: Producto comercial de A. nodosum; EAS: Extracto de alga
Sargassum spp.; NaCl: 100 mM de cloruro de sodio. n = 5 excepto acido ascorbico (n = 4) + los intervalos de las
barras representan la DE.
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3.6. Prolina y peroxido de hidrogeno

Los resultados indican que existieron diferencias significativas entre tratamientos
(Figura 7). Respecto al contenido de prolina los tratamientos que fueron estresados y con
la aplicacion de EAS incrementaron su concentracion. El tratamiento EAS + NaCl fue el
que en mayor medida incrementd la concentracion de prolina en los tres muestreos,
superando al CA en un 109.78% (11 DDT), 124.82% (21 DDT) y 146.66% (31 DDT).
En el contenido de H>O5, los tratamientos estresados incrementaron su concentracion, en
comparacion a los no estresados. El tratamiento que obtuvo la mayor acumulacion de
H.0: en los tres muestreos fue el CA + NaCl, el cual, superd al CA en un 22.37% (11
DDT), 26.28% (21 DDT) y 35.23% (31 DDT).
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Figura 7. Prolina y peroxido de hidrogeno en las hojas de plantulas de tomate. Letras
diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos. (LSD, p < 0.05). DDT:
Dias después del trasplante; PS: Peso seco; CA: Control absoluto; PCAN: Producto
comercial de A. nodosum; EAS: Extracto de alga Sargassum spp.; NaCl: 100 mM de
cloruro de sodio. n =5 * los intervalos de las barras representan la DE.
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3.7. Expresion de genes de defensa

Los resultados indican que con el uso de los productos de algas (EAS y PCAN) y
el estrées por NaCl se logré inducir la expresion de los genes evaluados en los tres
muestreos (Figura 8). En el gen NCED1 el tratamiento EAS + NaCl incremento la
expresion 4.77 veces (11 DDT), 12.35 veces (21 DDT) y 2.24 veces (31 DDT), en
comparacion con el CA. En cuanto a los tratamientos no estresados, el EAS aumento la
expresion 1.35 veces (11 DDT), 2.36 veces (21 DDT) y 1.68 veces (31 DDT). EI PCAN
reprimié la expresion del gen (0.207 veces) a los 11 DAT.

En la expresion del gen HSP70 a los 11 DDT el EAS superé al resto,
incrementando la expresion 3.54 veces y EAS + NaCl y CA + NaCl reprimieron la
expresion 0.9 y 0.75 veces, respectivamente, en comparacion con el CA. A los 21y 31
DDT, los tratamientos estresados superaron al resto en el nivel de expresion. A los 21
DDT el CA + NaCl aument6 en mayor medida la expresion (2.37 veces) y a los 31 DDT
el EAS + NaCl la incrementd (2.13 veces) en comparacion al CA. EI PCAN a los 21
DDT reprimié la expresion de HSP70 0.58 veces.

En el gen PIP2 los tratamientos estresados mostraron un mayor nivel de
expresion en los tres muestreos. EI EAS + NaCl aument6 la expresion 9.9 veces (11
DDT), 4.35 veces (21 DDT) y 2.65 veces (31 DDT) en comparacion al CA. A los 11
DDT el EAS reprimid la expresién (0.68 veces) y a los 21 DDT el PCAN (0.87 veces).

En el gen P5CS1 todos los tratamientos estresados incrementaron su expresion.
Alos 11y 21 DDT el PCAN + NaCl fue el que aumentd en mayor medida la expresion
(1.78 y 1.69 veces, respectivamente) y a los 31 DDT el EAS + NaCl (3.27 veces) en
comparacion con el CA. A los 21 DDT el PCAN reprimio la expresion 0.94 veces.

En cuanto al gen ERD15 a los 11 DDT unicamente el EAS + NaCl y CA + NaCl
incrementaron su expresion 1.14 y 2.08 veces, respectivamente en comparacion con el
CA. El resto de los tratamientos reprimieron la expresion. A los 21y 31 DDT el EAS +
NaCl elevo la expresion 2.1 y 2.94 veces, respectivamente. EI PCAN a los 21 DDT
reprimid su expresion 0.71 veces.

El gen Fe-SOD mostré un incremento en la expresion de los tratamientos
estresados. A los 11 DDT el PCAN + NaCl incrementd la expresion 13.41 veces, a los
21 DDT el EAS + NaCl 3.7 veces y a los 31 DDT el PCAN + NaCl 43.38 veces en
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comparacion al CA. En los tratamientos no estresados el EAS fue el mejor al expresarse
1.53, 2.7 y 2.98 veces, respectivamente para 11, 21y 31 DDT.

Para el gen CAT1 a los 11 DDT el EAS + NaCl y CA + NaCl incrementaron su
expresion 1.8 y 1.6 veces, respectivamente, en comparacion al CA. El resto de los
tratamientos reprimieron su expresion. A los 21 DDT los tratamientos que no fueron
estresados incrementaron su expresion en comparacion a los estresados. EI EAS y el
PCAN se expresaron 2.09 y 3.06 veces y el PCAN + NaCl se reprimi6 0.78 veces. A los
31 DDT los tratamientos estresados se expresaron en gran medida, el EAS + NaCl 70.52
veces, el PCAN + NaCl 34.53 veces y CA + NaCl 2.15 veces.

El gen cAPX2 mostré un incremento en la expresion en los tres muestreos para
los tratamientos estresados. A los 11 DDT el PCAN + NaCl aumento la expresion 9.25
veces, a los 21y 31 DDT el EAS + NaCl aumento la expresion en 3.07 y 63.64 veces.

La expresion del gen PAL5-3 respecto a los tratamientos estresados se
increment6 en gran medida en comparacion a los no estresados. EI EAS + NaCl fue el
gue mas sobresalid, aumentando 4.1 veces (11 DDT), 31.07 veces (21 DDT) y 44.17
veces (31 DDT) en comparacion al CA. EI PCAN a los 11 DDT reprimio6 su expresion

0.51 veces.
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Figura 8. Mapas de calor de la expresion relativa de genes de defensa en hojas de
plantulas de tomate. DDT: Dias después del trasplante; CA: Control absoluto; PCAN:
Producto comercial de A. nodosum; EAS: Extracto de alga Sargassum spp.; NaCl: 100
mM de cloruro de sodio. n = 4. EI CA representa un valor constante de 1 en el nivel de

expresion.
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4. Discusion

4.1. Pardmetros de crecimiento y biomasa de las plantulas

Los cultivos que se desarrollan en altas concentraciones de sales tienden a
reducir su desarrollo y crecimiento, por lo cual, se reducen las producciones
(Hernandez-Hernandez et al., 2018b; Shin et al., 2020; Medrano Macias et al., 2021). El
estrés salino en las plantas provoca un estrés osmético, lo que, provoca que las mismas
hagan un consumo extra de energia para poder absorber agua y nutrimentos (Darko et
al., 2019; Zhu et al., 2021). Este efecto es igual al producido por el estrés hidrico, donde
la planta aumenta la respiracion con la que produce energia para absorber agua (Turk,
2019; Che-Othman et al., 2020). Debido a este consumo extra de energia, las plantas
reducen el crecimiento y la acumulacién de biomasa, como se observa en los resultados
del presente estudio, sin embargo, el uso del EAS mejoré en cierta medida estos
parametros. Existen diferentes investigaciones que demuestran que los EAS tienen una
influencia positiva en aspectos relacionados con el crecimiento y biomasa de las plantas.
Abdel Latef et al. (2017) informan que los extractos de Sargassum muticum (1%)
provocaron un efecto positivo en variables de crecimiento y biomasa del cultivo de
garbanzo en condiciones de estrés por NaCl (50 y 150 mM). Por otro lado, Gharib et al.
(2014) indican que la aplicacion foliar de extractos de Sargassum latifolium (0.4%)
incrementd los pardmetros de crecimiento (altura) y biomasa (peso fresco y seco del
vastago) de plantas de romero en condiciones de estrés por NaCl (100 mM). Aunado a
esto también mencionan que los extractos en todas las concentraciones utilizadas
mejoraron el crecimiento de las plantas en condiciones sin estrés.

Los efectos positivos son inducidos gracias a los compuestos bioestimulantes que
el EAS contiene (fitohormonas, carbohidratos, proteinas, aminoacidos y glutatién), los
cuales, ayudan a la planta en la absorcion y translocacion de nutrimentos ante
condiciones de estrés por Na, de igual manera, estimulan el metabolismo del carbono
(C) y el nitrogeno (N) (Zubia et al., 2008; Colla et al., 2017; Waghmode et al., 2019;
Fleurence, 2021; Sarifiana-Aldaco et al., 2021). Por su parte las auxinas, principalmente
el AIA controla procesos fisioldgicos en las plantas, como la elongacion y divisién
celular (Chandra et al., 2018). Las citoquininas, principalmente la tZ activan el

crecimiento de yemas laterales y estimulan la translocacion de nutrientes (Honig et al.,
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2018; Hai et al., 2020). Por su parte los carbohidratos facilitan la asimilacion y
transporte de elementos minerales y son la mayor fuente de energia en las plantas (Bula-
Meyer, 2004; Chen et al., 2018). Los metabolitos nitrogenados (proteinas, aminoacidos
y GSH) al ser fuente de nitrégeno y precursores hormonales modifican positivamente el
metabolismo, lo que, mejora el crecimiento y acumulacion de biomasa en las plantas
(Hernandez et al., 2009; Hernandez-Herrera et al., 2014; Teixeira et al., 2017).

4.2. Conductancia estomatica

Este parametro es una propiedad de los estomas de las plantas que le permiten la
transmision de vapor de agua hacia la atmosfera (Clavijo-Herrera et al., 2018). Esta
propiedad también funciona como indicador cuando las plantas estan bajo déficit hidrico
(Iseki et al., 2020). Como ya se menciond anteriormente el Na en las plantas causa un
estrés hidrico que las priva de dicho recurso, ante esto tienden cerrar sus estomas y
disminuir la conductancia estomatica para evitar en lo méas posible la perdida de agua
(Daszkowska-Golec et al., 2013; Brodribb et al., 2017). Los resultados de la presente
investigacion muestran que los tratamientos que fueron tratados con el EAS y el PCAN
incrementaron la conductancia estomatica, tanto en situaciones de estrés y sin estrés por
NaCl. Resultados similares son reportados por Miceli et al. (2021) quienes indican que
con el uso de extractos de Ecklonia maxima en el cultivo de lechuga se incremento la
conductancia estomatica con todas sus concentraciones (1, 2 y 4 mL L%), en
comparacion con el control. Los resultados se deben a que los productos derivados de
algas pardas contienen osmolitos como la prolina, glicina betaina y carbohidratos,
compuestos que permiten el ajuste osmotico y facilitan la absorcion de agua y nutrientes
a las plantas (Blunden et al., 1996; Annunziata et al., 2019; Carrillo et al., 2020). Estos
osmolitos tiene la capacidad de retener agua dentro de las células y racionarla en
condiciones de estrés osmatico (Karimi et al., 2018), motivo por el cual se mejora la
conductancia estomatica. Es importante mencionar que a tasas mas altas de conductancia
estomatica la acumulacién de biomasa se mejora, hasta cierto punto, ya que la actividad
fotosintética se incrementa por la mayor captacion de diéxido de carbono (CO2) (Iseki et

al., 2020), lo cual, se relaciona positivamente en este experimento.
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4.3. Pigmentos fotosintéticos

Las clorofilas son los pigmentos més importantes con que cuentan las plantas, ya
que, controlan la actividad fotosintética capturando energia luminica solar (Queiroz
Zepka et al., 2019). No obstante, las clorofilas no son los Gnicos pigmentos que estan
involucrados en el proceso fotosintético, ya que, los carotenoides también juegan un
papel importante al tener propiedades fotoprotectoras y capturar luz en regiones
espectrales no cubiertas por las clorofilas, lo cual, amplia el rango de longitudes de onda
sobre las cuales la luz puede ser utilizada en la fotosintesis (Domonkos et al., 2013;
Collini, 2019). Los resultados de la presente investigacion arrojaron que con el estrés por
NaCl més el uso del EAS, se incrementd la concentracion de clorofilas, pero se
disminuyé la de carotenoides. Resultados similares muestran Hernandez-Hernandez et
al. (2018b) quienes indican que el estrés por NaCl (100 mM) en las hojas de tomate
aumento la concentracion de clorofilas, en comparacion con los tratamientos que no
fueron estresados. También indican que el estrés aumentd la concentracion de
carotenoides, lo cual, difiere con el presente experimento. De igual forma Morales-
Espinoza et al. (2019) indican que el estrés por NaCl (50 mM) incremento la
concentracion de clorofilas en las hojas de tomate, en comparaciéon al tratamiento
control. Zou et al. (2019) en su experimento indican que el estrés por NaCl (150 mM)
causo una disminucion significativa del contenido de clorofila a y b en plantulas de
trigo, sin embargo, con el uso de polisacaridos derivados del alga parda Lessonia
nigrescens se aumentd el contenido. Vijayanand et al. (2014) mencionan que con la
aplicacion foliar de extractos de Sargassum wightii (1.5%) se mejord el contenido de
clorofilaay b en plantas de frijol.

Los resultados en primera instancia son causados por el estrés por NaCl, el cual,
provoca que las plantas hagan mas eficiente el proceso fotosintético, aumentando la
concentracion de clorofilas, hasta cierto punto, a causa de la limitacion de agua y
nutrientes (Khoshbakht et al., 2015). La capacidad fotosintética de las hojas esta
estrechamente relacionada con el contenido de nitrogeno (N), ya que, las proteinas que
conforman los tilacoides y las que tienen funcién en el ciclo de Calvin representan la
mayoria del N foliar (Latsague et al., 2014; Sanchez et al., 2018). De esta manera el
EAS al ser fuente de metabolitos nitrogenados (proteinas, aminoacidos y GSH) tienen la
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capacidad de incrementar la concentracion de los pigmentos. De la misma manera el
EAS contiene glicina betaina, este es una amina cuaternaria que ademas de ser fuente de
N, su rol principal esta en la mejora de la actividad fotosintética, ya que, protege a las
clorofilas de la oxidacion (Blunden et al., 1996; Estaji et al., 2019). En cuanto a los
carotenoides, los resultados son atribuidos a que son pigmentos encargados de la
detoxificacion de radicales libres y de la disipacion de energia en exceso, por lo cual, al
existir un estrés severo, seran los primeros pigmentos en oxidarse, protegiendo a las
clorofilas (Collini, 2019).

4.4. Actividad enzimatica, Antioxidantes hidrofilicos y capacidad antioxidante

Las plantas, son organismos sesiles y para sobrevivir y reproducirse, no solo
necesitan crecer y desarrollarse, sino que también deben de tolerar y adaptarse
continuamente al estrés (patdgenos, sequia, temperaturas extremas, salinidad, entre
otros) (Gonzalez-Morales et al., 2021b; Kim et al., 2021; Oberkofler et al., 2021). Ante
esta situacion activan el sistema antioxidante enzimatico y no enzimatico, que se
encargan de proteger a las células contra las ERO que se producen por el estrés (Haida
et al., 2019; Gonzalez-Morales et al., 2021b; Zhou et al., 2021). El sistema antioxidante
enzimatico es la primera linea de defensa en las plantas que neutraliza a las ERO, estas
enzimas incluyen la SOD, CAT, APX y glutation peroxidasa (GPX) (Haida et al., 2019;
Rajput et al., 2021). Existen otras enzimas que no estan catalogadas como antioxidantes,
sin embargo, estan involucradas indirectamente y una de ellas es la PAL, la cual, cataliza
la primera reaccion de la ruta de los fenilpropanoides, compuestos con alta capacidad
antioxidante (Hsieh et al., 2021). Los antioxidantes no enzimaticos, ya sean, hidrofilicos
(fenoles, GSH vy acido ascérbico) o lipofilicos (carotenoides) son la segunda linea de
defensa y se encargan de inhibir la produccién de dafios causados por la reaccién
oxidativa (Dumanovi¢ et al., 2021; Haida et al., 2019).

Los resultados de la presente investigacion muestran que con el estrés y los
productos de algas pardas (EAS y PCAN) se logé incrementar la actividad de las
enzimas y la acumulacién de antioxidantes hidrofilicos y capacidad antioxidante
hidrofilica. Sofy et al. (2017) mencionan que con el uso de extractos de S. latifolium
(30%) en plantas de cebada bajo condiciones salinas ( NaCl 75 y 150 mM) se
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increment6 la actividad de las enzimas SOD, CAT y POD. De la misma manera
Elansary et al. (2017) reportan un incremento en la actividad de la APX con el uso de
extractos de A. nodosum (5y 7 mL L) en Paspalum vaginatum bajo condiciones de
estrés por NaCl (49.7 dS m™). Aitouguinane et al. (2020) indican que el uso de alginatos
y oligoalginatos aislados del alga parda Bifurcaria bifurcata en plantulas de tomate
incrementaron la actividad de la enzima PAL, lo que, se correlacion6 positivamente con
el aumento de fenoles totales, lo cual, coincide con el presente estudio.

Resultados similares son reportados por Hashem et al. (2019) quienes mencionan
que el uso del alga parda Cystoseira spp. en el cultivo de canola bajo condiciones de
estrés por NaCl (75 y 150 mM) se incrementaron los fenoles totales, flavonoides,
antocianinas y capacidad antioxidante DPPH. Kumari et al. (2011) mencionan que la
aplicacion foliar, en drench y combinada de extractos (10%) de Sargassum johnstonii
incremento el contenido de fenoles, acido ascérbico y licopeno en hojas y frutos de
tomate.

Los resultados son producto del estrés causado y de la aplicacion de los
productos de alga. El estrés por NaCl al provocar déficit hidrico, nutrimental y toxicidad
conduce a la sobreproduccion de ERO en las células vegetales, y por ende a la
activacion del sistema antioxidante enzimatico y no enzimatico que detoxifica en cierta
medida a las células de las ERO (Hernandez-Hernandez et al., 2018b; Taha et al., 2020,
2021; Zhou et al., 2021). En cuanto a los extractos de algas pardas, estos también
activan el sistema de defensa de las plantas. Shukla et al. (2019) indican que los
metabolitos presentes en los extractos inducen el incremento y sintesis de antioxidantes
como los enzimaticos y no enzimaticos. En la presente investigacion se puede apreciar
que el estrés provoco una disminucién de carotenoides, lo cual, se correlaciona con la
menor capacidad antioxidante lipofilica, sin embargo, el uso del EAS en situaciones de
estrés ayudo a mejorar en cierta medida esta capacidad antioxidante, en comparacion al
CA + NaCl.

4.5. Proteinas totales, prolina y perdxido de hidrogeno
Las proteinas son de basta importancia en el metabolismo de las plantas. Existen

proteinas catalizadoras, de transporte, estructurales, de defensa y de reserva, las cuales,
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intervienen en todos los procesos metabdlicos de las plantas (Prins et al., 2008; Weng et
al., 2012; Ali et al., 2018; Radhakrishnan, 2018; Dhara et al., 2021). En el presente
estudio se observa que solo en el primer muestreo (11 DDT) existieron diferencias
estadisticas significativas. En dicho muestreo se aprecia que los tratamientos sin estrés,
especificamente EAS y PCAN, incrementaron la concentracion de proteinas, en
comparacion a los tratamientos estresados. Sofy et al. (2017) reportan en su estudio, que
con la aplicacion de NaCl al 75 y 150 mM en el cultivo de cebada se disminuyo el
contenido de proteinas, pero con la aplicacion de extractos de S. latifolium se incrementd
sustancialmente. Los resultados son atribuidos a los productos de algas, ya que,
contienen metabolitos nitrogenados como las proteinas, aunado a esto estimulan la
sintesis de estas en las plantas (Rouphael et al., 2018). Las ERO que se generan a causa
del estrés provocan la oxidacion de lipidos, acidos nucleicos y proteinas, motivo por el
cual, se cree que disminuyeron con el estrés por NaCl (Sachdev et al., 2021).

La prolina es un aminoacido que en condiciones normales se encuentra en bajas
cantidades en las plantas, sin embargo, en condiciones de estrés aumenta su
concentracion para actuar como agente osmotico, protegiendo a las células de la
deshidratacion, aunado a esto, también tiene funciones antioxidantes (El-Beltagi et al.,
2020; Nguyen et al., 2021). Se puede apreciar que, en este estudio, en condiciones de
estrés por NaCl y con el uso del EAS se incrementé la concentracion de prolina.
Resultados similares muestran Zou et al. (2021) al indicar que con estrés por NaCl al
120 mM y el uso de fucoidan extraido del alga parda Macrocystis pyrifera se incremento
el contenido de prolina en comparacién con el control en plantulas de trigo. Los
resultados son producto del estrés causado y por el uso del EAS. Cuando existe algun
estrés osmotico las plantas aumentan la concentracion de osmolitos, como la prolina,
glicina betainas y carbohidratos, compuestos que permiten el ajuste osmotico y facilitan
la absorcion de agua y nutrientes por las plantas (Chun et al., 2018; Annunziata et al.,
2019; Arnao et al., 2021). Estos osmolitos también participan en el mantenimiento de la
estructura de las proteinas bajo condiciones estresantes (Mao et al., 2019). El EAS,
como ya se menciond anteriormente, contiene este tipo de osmolitos, razon por la cual,

se incremento en mayor medida la concentracion de prolina.
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El metabolismo de las plantas al ser sometido a estrés empieza a producir ERO,
entre ellas H20», una especie toxica en altas concentraciones, que a su vez es reducida en
agua y Oz por las enzimas CAT, APX y GPX, motivo por el cual, se cree que se
incremento la actividad de estas enzimas (Rajput et al., 2021). Las enzimas APX y GPX
usan al ascorbato y GSH, respectivamente, como donadores de electrones para llevar a
cabo la reduccion de H20: (Rajput et al., 2021). En el estudio se aprecia que el estrés
aumentod la concentracion de H20., sin embargo, el uso de los productos de alga, lo
redujo en cierta medida. Zou et al. (2021) muestran resultados similares, donde el estrés
por NaCl incrementé el H>O> en plantulas de trigo, pero el uso de fucoidan extraido del
alga M. pyrifera lo redujo de manera considerable. Como se mencion6 anteriormente el
H>0O> en altas concentraciones es toxico, sin embargo, estando por debajo del nivel del
umbral es importante en el metabolismo celular vegetal al funcionar como molécula de
sefializacion en diferentes procesos, tanto en condiciones de estrés o sin estrés (Khan et
al., 2018). La reduccion del H20. en los tratamientos estresados y con aplicacion del
EAS probablemente se debe a que el EAS ayuda a las plantas a sintetizar compuestos

antioxidantes que disminuyen o neutralizan a las ERO.

4.6. Expresion de genes de defensa

El sistema de defensa de las plantas incluye el enzimatico y no enzimatico, pero
para llegar a ello ocurren procesos que son de basta importancia y no han sido
explorados a detalle. Estos procesos son lo que estan ligados con la expresion de genes
que codifican para proteinas que estan involucradas en el sistema de defensa (Aerts et
al., 2021). Las plantas al ser organismos sésiles tienen la capacidad para defenderse de
las tensiones ambientales mediante la expresion de genes de defensa, que las hara
disponer de un arsenal de biomoléculas efectoras, sin embargo, existen diferentes
alternativas como la ingenieria genética que permiten mantener siempre activos
(sobreexpresion génica) ciertos genes de interes, pero también existen otras alternativas
amables con el medio ambiente, como el uso de bioestimulantes, especificamente el uso
de extractos de algas pardas que tienen la capacidad de activar el sistema de defensa de
las plantas mediante la expresion génica diferencial (Heil, 2010; Jithesh et al., 2019;
MacKelprang et al., 2020).
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En el presente experimento se puede apreciar que en los tres muestreos existe
expresion diferencial de todos los genes estudiados y mas con el estrés por NaCl y el uso
del EAS. Drira et al. (2021) mencionan en su estudio que con la aplicacion de extractos
de Padina pavonica en Arabidopsis thaliana bajo estrés por NaCl se expresaron los
genes que codifican para SOD, CAT, POD y P5CS, lo cual, le confiri¢ cierta tolerancia a
las plantas. De igual manera Zou et al. (2019) indican que con el uso de polisacaridos
derivados de L. nigrescens en plantulas de trigo estresadas por NaCl (150 mM) existio
una sobreexpresion de los genes que codifican para transportadores de potasio de alta
afinidad (HKT2;1) y antiportadores de membrana de Na'/H* (SOS1 y NHX2). Al-
Ghamdi y Elansary (2018) aplicaron extractos de A. nodosum en esparragos bajo riego
salino (NaCl) e indican que se expresaron diferencialmente los genes PIP1, P5CS1,
APX1y GPX3.

Los resultados son producto del estrés que se caus6 con el NaCl y
consecuentemente por la aplicacion de los productos de algas. Los metabolitos presentes
en los productos de algas (carbohidratos, proteinas, aminoacidos, carotenoides,
fitohormonas, vitaminas y compuestos fendlicos) se unen a sensores especificos en las
membranas celulares, lo cual, desencadena una serie de sefializaciones que llevan a la
expresion de genes de defensa, los cuales, a su vez codifican para proteinas que
mitigaran directa o indirectamente los efectos adversos del estrés (Tuteja et al., 2008;
Shukla et al., 2019). Las membranas celulares también cuentan con sensores de sodio y
de igual manera se expresan genes que codifican para proteinas antioxidantes y
transportadoras, con capacidad para excluir las sales de las células o bien almacenarlas
en las vacuolas centrales (Tuteja et al., 2008; Keisham et al., 2018).

Dentro de los genes que se evaluaron como Fe-SOD, CAT1, cAPX2 y PAL5-3 se
explicd con anterioridad la funcion del metabolito para el que codifican, pero no para el
resto. P5CS1 codifica para la enzima Al-pirrolina-5-carboxilato sintasa 1, que cataliza la
sintesis del aminoacido prolina (Guan et al., 2019). NCED1 codifica para la enzima 9-
cis-expoxicarotenoide dioxigenasa 1, que cataliza la sintesis del &cido abscisico en los
cloroplastos, esta fitohormona regula diversos procesos en las plantas, incluido el cierre
estomatico en condiciones de estrés osmdtico (Changan et al., 2018). HSP70 codifica

para una proteina de choque térmico, las cuales, protegen a otras biomoléculas de la
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desnaturalizacion o el mal plegado en condiciones estresantes (ul Haq et al., 2019). PIP2
codifica para acuaporinas que se encargan de la regulacion del movimiento de agua a
través de las membranas celulares en condiciones de estrés osmotico (Afzal et al., 2016).
ERD15 codifica para proteinas implicadas en la estabilizacion y renaturalizacion de

biomoléculas afectadas por el estrés bidtico y abiotico (Ziaf et al., 2016).

5. Conclusiones

En el presente estudio, se demostr6 que la aplicacion del EAS tanto en
condiciones sin estrés como con estrés por NaCl mejord los parametros de crecimiento y
biomasa de las plantulas. De la misma manera con el EAS + NaCl se logré un
incremento en la concentracion de pigmentos fotosintéticos, antioxidantes no
enzimaticos, prolina y mayor actividad de enzimas antioxidantes. En cuanto a los genes
de defensa se observd que el estrés aumentd la expresion y el uso del EAS potencializé
aun mas dicha expresion. Esto indica que el EAS puede ser una alternativa para mitigar
los efectos negativos del estrés salino en el cultivo de tomate mediante la induccion del
crecimiento y la activacion del sistema antioxidante. No obstante, el EAS también
podria utilizarse en otros cultivos para mejorar rendimientos y calidad de los productos,
tanto en condiciones normales o estresantes.

Es importante mencionar que el alga Sargassum cumple un papel importante en
el equilibrio ecoldgico de los océanos y, en consecuencia, por las acumulaciones
masivas en las costas ya es un problema ambiental que ha causado la muerte de especies
marinas como tortugas y peces. Sin embargo, se le estdn dando diferentes usos
(construccion, suplementos alimenticios, cosméticos y productos agricolas) que de
alguna manera mitigan el impacto ambiental. Por esta razon, es importante aprovechar
este tipo de recursos naturales en la agricultura, que a causa del uso indiscriminado de
agroguimicos ha bajado notablemente sus rendimientos en consecuencia a la

degradacion de los suelos.
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CONCLUSION GENERAL

1. Los 17 EAS producidos mejoraron en su gran mayoria variables de crecimiento,
biomasa y antioxidantes de plantulas de tomate en comparacion con el control absoluto,
siendo el EAS7 (160 °C/ 30 min/ 50% etanol) el que las increment6 en mayor medida.

2. Se determind la concentracion de GSH, aminodcidos, proteinas, compuestos
fendlicos, fitohormonas y monosacaridos de los 17 EAS, donde el EAS7 fue el que
mostrd la mayor concentracion, esto por las condiciones de extraccion (160 °C/ 30 min/
50% ) que fueron las mas severas en comparacion con el resto.

3. El EAS7 fue elegido por medio de una prueba preliminar y la caracterizacion
bioguimica para ser aplicado en pruebas de estrés por salinidad, bajas y altas
temperaturas. Para salinidad los resultados indicaron que el EAS aplicado en
condiciones de estrés y sin estrés mejord parametros agronomicos, de biomasa, de
antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos y de expresion de genes. De los genes
evaluados los que mostraron una mayor sobreexpresion fueron los que codifican para las
enzimas Fe-SOD, CAT1, cAPX2 y PAL5-3, esto a los 31 DDT que fue el tercero y
altimo muestreo. Respecto a las bajas y altas temperaturas los resultados fueron
similares al mejorar los pardmetros agronémicos y de biomasa en condiciones
estresantes y no estresantes. En cuanto a proteinas se observa que ambos tipos de estrés
disminuyeron la concentracion, pero el uso del EAS ayudo a mejorarla hasta cierto
punto. Para antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos el EAS en combinacion con el
estrés por bajas y altas temperaturas los incrementé sustancialmente. Finalmente, para la
expresion de genes de defensa se observa que a los 21y 31 DDT la expresion fue mayor

con el uso del EAS y el estrés por bajas y altas temperaturas.
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