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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 estd el uso de
bioestimulantes, en particular, el uso de extractos de algas pardas que afectan
positivamente varios procesos fisioldgicos y bioquimicos 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%, més dos tratamientos
control (agua destilada y un producto comercial a base de Ascophyllum nodosum)
sobre el crecimiento y compuestos antioxidantes de plantulas de tomate, bajo
un diseno completamente al azar. Los resultados muestran que el extracto que
present6 los mejores resultados fue el EAS7 (160 °C / 30 min / 50% de etanol).
Dicho extracto aumento la altura, diametro de tallo, materia fresca y seca total de
las plantulas de tomate en un 8.67, 32.32, 25.03 y 11.59%, respectivamente, en
comparacion con el control absoluto (agua destilada). Ademas, el EAS7 aument6
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 comparaciéon con el control absoluto. La aplicacion de
extractos de Sargassum spp. es una alternativa prometedora para mejorar las
caracteristicas agronémicas 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 vegetable 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
extracts 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, EAS7 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 méas 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 patdgenos), los
cuales, reducen cantidad y calidad de los productos
(Bai et al. 2018, Gonzéalez-Garcia et al. 2019). El uso
de bioestimulantes en la agricultura permite reducir el
uso de agroquimicos ante situaciones de estrés, 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, aminodcidos y azucares, 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 también son ricos en minerales como
nitrogeno (N) y potasio (K) similares a los del es-
tiércol vacuno y fertilizantes organicos, lo que los
hace candidatos ideales para su uso en la agricul-
tura (Trejo-Valencia et al. 2018). Ademds, 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 (Hernandez-Herrera et al. 2014).

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

poder bioestimulante de los productos derivados de
Sargassum, como lo indican Kumari et al. (2011)
quienes evaluaron el uso de extractos de Sargassum
johnstonii en el cultivo del tomate, sus resultados
indican mayor crecimiento del sistema radicular, in-
cremento del numero y peso de frutos, aumento de
fenoles, licopeno y &cido ascérbico en los frutos.

El uso de extractos del alga Sargassum (EAS)
es una alternativa para reducir el uso de quimicos
en la agricultura (NYeurt y Lese 2015), aumentar
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 estu-
dio fue determinar el efecto de la aplicacién foliar de
diferentes extractos hidroalcohdlicos de Sargassum
spp. sobre el crecimiento y los compuestos antioxi-
dantes de plantulas de tomate.

MATERIALES Y METODOS

Produccion de los extractos del alga Sargassum
spp- (EAS)

El alga Sargassum spp. fue recolectada en
el mar Caribe mexicano. Las muestras se trans-
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 libre el
tiempo necesario hasta una humedad menor al 20%.
Después se procedi6 a la molienda hasta obtener un
tamano de particula menor a 0.5 mm. Posteriormente
se llevd a cabo la extraccion en la planta piloto
del laboratorio de Biorrefineria de la Universidad
Auténoma de Coahuila en Saltillo, México, donde
se utilizd una relacion 1:20 (1 g de alga y 20 mL de
agua: etanol) (Ramya et al. 2015). La extraccion se
realizd 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 disefno
central compuesto. Los extractos se filtraron a través
de un papel filtro y se almacenaron a -80 °C en un
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Tabla 1. Condiciones de extraccion y caracterizacién de los EAS.

Tratamiento T TE Etanol PT AA GSH
EAS (°C)  (min) (%) (mgg ' PF) (mgg~'PF) (mgg'PF)

1 120 0 0 1.307 0.20/ 1.78
2 120 0 50 0.91/ 0.18% 1.61¢
3 120 30 50 1.90/ 0.22 2.37"
4 120 30 0 1.63" 0.27" 2.874¢
5 160 0 0 1.84/¢ 0.33¢ 3.0974
6 160 0 50 2.18¢ 0.26" 2,59/
7 160 30 50 3.47¢ 0.43¢ 3.35%
8 160 30 0 1.311 0.33¢ 3.200°¢
9 140 15 25 2.370-4 0.33¢ 3.12¢~d
10 140 15 25 2.490 0.34¢4 3.149~d
11 140 15 25 2.45%¢ 0.344 3.37¢
12 120 15 25 2.47%¢ 0.29¢ 2.764~4
13 160 15 25 2.39%¢ 0.35¢ 2754~
14 140 0 25 2.34¢4 0.26" 2.538"
15 140 30 25 2.43b¢ 0.40° 3.01¢°¢
16 140 15 0 1.758" 0.29¢ 2.934¢
17 140 15 50 2.234e 0.30/ 2.82¢/

Letras diferentes dentro de cada columna indican diferencias significativas entre tratamien-
tos (LSD, p < 0.05). EAS: Extracto de alga Sargassum spp.; T: Temperatura; TE: Tiempo
de extraccion; PT: Proteinas totales; AA: Aminoacidos; GSH: Glutation; PF: Peso fresco.

ultracongelador para su posterior analisis.

Caracterizacion de los EAS

A los 17 EAS producidos se les determind la
concentracién de proteinas totales, aminoacidos y
glutatién (Tabla 1). La cuantificacion de proteinas
totales se realizé mediante la técnica espectrofo-
tométrica 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 (1955). En tubos de ensayo se agregaron
0.250 mL del EAS, 2.25 mL de buffer de citratos
a 0.09 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 reaccion, las muestras se colocaron en
un bafo de hielo y se leyé en un espectrofotometro
Uv-Vis (Genesis 10s Uv-Vis, Thermo Scientific) a
570 nm. El glutatibn se cuantificé siguiendo la
metodologia espectrofotométrica establecida por Xue
et al. (2001), mediante la reaccion 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 Na;HPO4 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 fresco (mg g~! PF).

Material vegetal y condiciones experimentales
Semillas de tomate hibrido el CID F1 de
la compania Harris Moran Seed Company, tipo
saladette y crecimiento indeterminado, se sembraron
en bandejas de poliestireno con una mezcla de sus-
trato de peat moss y perlita (1:1 v/v). El experi-
mento se establecié en un invernadero cubierto de
polietileno en el Departamento de Horticultura de
la Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro en
Salltillo, 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. 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 realizd con una solucién nutritiva Steiner (1961)
al 25%. Las dosis aplicadas de los EAS fueron del

E. ISSN: 2007-901X
OO

www.ujat.mx/era

3


https://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/

COSISTEMAS
Y
CURSOS
ROPECUARIOS

Sarifiana-Aldaco et al.

Sargassum spp. en pldntulas de tomate
Ecosist. Recur. Agropec. 8(2): e2814, 2021
https://doi.org/10.19136/era.a8n2.2814

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 duracién 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 pulverizacién de tratamientos vecinos, se uti-
liz una barrera plastica flexible para aislar el espacio
de aplicacion.

Disefo experimental

Se utilizé 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 fueron: pigmentos
fotosintéticos, proteinas totales, glutation, fenoles to-
tales, flavonoides y capacidad antioxidante hidrofilica
(ABTS).

La altura de plantula se midi6 con un
flexémetro 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 cont6 el
namero de hojas y se tomé 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 liofiliz6. Para luego pulverizar la muestra en
un mortero de porcelana. Para la extraccion y
cuantificacién de proteinas, glutation y capacidad
antioxidante hidrofilica (ABTS) se colocaron 100 mg
de tejido liofilizado en un tubo de 2 mL y 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 homogeneiz6
en vértex durante 20 s, se sonicaron durante 5 min y
se centrifugé a 12 500 rpm a 4 °C durante 10 minutos,
para luego recolectar el sobrenadante para realizar
el analisis. Con la extraccion se realizé la cuantifi-
cacién de proteinas y glutation, con las metodologias
descritas en al apartado de caracterizacion de EAS y
los resultados se reportaron en miligramos por gramo
de peso seco (mg g~! PS).

La capacidad antioxidante hidrofilica (ABTS),
se determin6 por el método descrito por Re et al.
(1999), que se basa en la decoloracion del cation
radical ABTS. El radical se obtuvo de la reaccion del
ABTS a 7 mM con persulfato de potasio a 2.45 mM
(1:1 v/v) en la oscuridad durante 16 h, posteriormente
se diluy6 con etanol al 20% hasta obtener una ab-
sorbancia de 0.7 + 0.01 a 754 nm. Luego, para de-
terminar la capacidad antioxidante de los compuestos
hidrofilicos, en un tubo de 2 mL se colocaron 20 uL
del extracto y 980 uL de la dilucién del radical ABTS,
se agitaron durante 5 s y se dejaron reposar 7 min
en oscuridad. La absorbancia se medié en un es-
pectrofotémetro Uv-Vis (Genesis 10s Uv-Vis, Thermo
Scientific) a 754 nm. Los resultados se expresaron
en miligramos equivalentes de acido ascérbico por
gramo de peso seco (mg EAA g~! 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, para luego 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 procedi6
a medir la absorbancia en espectrofotometro 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_1
PS), usando las siguientes formulas:

Chl a = [15.65(A666) — 7.34(A653)]

Chl b = [27.05(A653) — 11.21(A666)]

. [(1000A470)—2.86(Chl a)—129.2(Chl b)]
Carotenoides = 551

Los fenoles se determinaron segun la
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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 v/v). La mezcla se
agitdé mediante un vortex durante 20 s para después
llevar a sonicacion 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
uL del reactivo Folin Ciocalteu al 100%, 500 uL 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 &cido galico por gramo
de peso seco (mg EAG g~' PS).

Los flavonoides se cuantificaron siguiendo
método de Zhishen et al. (1999). Los com-
puestos fueron extraidos colocando 100 mg de tejido
liofilizado en tubos de 2 mL y agregando 2 mL
metanol al 80%. La mezcla se paso por el vértex
durante 20 s, posteriormente se sénico 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; al 5% y se agité mediante un vortex.
Después de 5 min se agregaron 150 uL de AICI; al
10%; luego, se agregd un volumen de 500 uL de
NaOH 1 M, mas un volumen final de 2.025 mL de
agua destilada. La absorbancia se midié a 510 nm en
un espectrofotometro Uv-Vis (Genesis 10s Uv-Vis).
Los flavonoides se cuantificaron mediante una curva
estandar de catequina, basados en peso seco (mg
EC g~ ! PS).

Muestreo de plantas

Para las variables de crecimiento se
seleccionaron cinco plantas al azar y de la misma
manera para compuestos antioxidantes. Se muestre6
la hoja més joven totalmente expandida, la cual, se
colocé en aluminio, se congel6 inmediatamente con
nitrégeno liquido y se almacend en un ultraconge-

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

Analisis de datos

Se realiz6 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 extracciéon causaron diferencias en
la concentracién de metabolitos nitrogenados en
los EAS (Tabla 1). Se puede apreciar que el EAS
que presentdé 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 3.35
mg g~ ! PF para proteinas, aminoacidos y glutation,
respectivamente. En cuanto al tratamiento que pre-
sento los valores mas bajos, fue el EAS2 (120 °C/ 0
min/ 50% etanol), dicho EAS muestra valores de 0.91,
0.18 y 1.61 mg g~ PF para proteinas, aminoacidos
y glutatién, respectivamente. El resto de los EAS
muestra valores entre los rangos del EAS2 y EAS7.
De igual manera se puede apreciar que conforme au-
menta la condicion de extraccion, la concentracion de
metabolitos en los EAS es mayor.

Parametros de crecimiento de las plantulas

Los resultados sefalan 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 EAS7, este EAS aument6
la altura de plantula, nimero de hojas, diametro de
tallo, materia fresca y seca total en un 8.67, 18.42,
32.32, 25.083 y 11.59%, respectivamente, en com-
paracion con el control absoluto. En cuanto a la apli-
cacion del producto comercial se observd un incre-
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 excepcidn 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, nimero
de hojas y diametro de tallo en plantulas de tomate.

Tratamiento Altura Numerode  Diametro de tallo
(EAS) (cm) hojas (mm)

1 42.02¢7 8.2—d 6.64</
2 42.42b-7 7.8 6.24/¢
3 38.16¢ 8.44~d 6.98%¢
4 41.924-f 9.2¢ 7be

5 43.15¢/ 8.6°°¢ 6.34% 4
6 43144/ 8.44~d 6.68°¢
7 44624 gab 7.86¢
8 42.12¢/ 8.840 7be

9 41.78¢f 8.64°¢ 6.52¢-f
10 43.649°¢ 8.69°¢ 6.5
11 43384/ 7.8¢d 6.444-7
12 45.24¢ 8.44-d 6.66°/
13 44.98¢ gab 7.02b¢
14 44.7% 8.84b 7.18%
15 42360/ 9.2¢ 6.72¢¢
16 4449 8.44~d 7.02b¢
17 44,344 8.4474 6.840—4
PC 43.82¢0¢ 8.64°¢ 6.444-7
TO 41.06" 7.6¢ 5.948

CV (%) 451 9.29 5.09

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

Pigmentos fotosintéticos

La concentracion de pigmentos en las hojas
de las plantulas de tomate se increment6 sustan-
cialmente (p < 0.05) con la adicién 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 comparacién con el 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 EAS7,
ya que, aumenté las proteinas, glutatién, fenoles to-
tales, flavonoides (Figura 1) y la capacidad antioxi-
dante hidrofilica ABTS (Figura 2) de las hojas en 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 presento los valores mas
bajos. En cuanto al producto comercial, present6
valores intermedios de concentracién. En general el
EAS7 fue superior al resto de los tratamientos ya que
los superé estadisticamente en proteinas, glutation,
fenoles totales y flavonoides, pero no en capacidad
antioxidante. En esta variable los mejores tratamien-
tos fueron el EAS4 (120 °C/ 30 min/ 0% etanol) y
EAS16 (140 °C/ 15 min/ 0% etanol), seguidos por
el EAS7. Probablemente estos tratamientos son ri-
cos en otros compuestos antioxidantes que no se
determinaron, a lo cual, se debe su mayor capacidad
antioxidante.

DISCUSION

Caracterizacion de los EAS

Los extractos de algas pardas estan ganando
interés creciente, por su composicién Unica de com-
puestos de interés en la agricultura. Recientemente
se estan utilizando diversas técnicas de extraccion de
compuestos biolégicamente activos que 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 a los materiales
disponibles (Michalak y Chojnacka 2014). En este
estudio la extraccion se realiz6 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

(EAS)

PFV PFR
() @

PSV
@)

PSR
)}

PFT PST
@ )]

1

0N O WN

To
CV (%)

53.067 7.430—¢
52.44¢  595/h
53.91¢ 9.37¢
57.31b-4  751b-¢
52.83¢  6.819°4
61.49% 9.52¢
62.91¢ 9.77¢
570-d 8.824b
59.68¢°¢  8.79°¢
53.88¢ 5.798"
56.63"°¢  8.49¢ 74
54514  7.04974
53.414 9.89¢
55.44¢4  7.74b—¢
57.03b-¢ 5.39"
52.39¢ 7.099-8
55.32¢¢  7.29¢=f
55.79°Y  6.49¢"
52.25¢ 5.878"
7.31 14.73

16.0477
16.08~f
16.200/
16.53%¢
15.52/
17.06¢
16.81974
16.8497¢
16.8497¢
15.89¢/
16.95%
16.92¢0
16.697¢
16.35¢¢
16.17°~/
16.240-/
16.394¢
16.7¢74
15.83¢/
3.82

2097 604977 18.13¢° "

1.598"

58.38/ 17.67/ "

255% 6327/ 18750
208/ 64.82¢¢ 18.61°7¢

1.95¢4  59.64¢/ 17.47"
2.61¢ 71.024 19.68¢
2.744 72.674 19.544b

2.48%¢  65.82b~4 193207 ¢

23794 6838 ¢ 19.219°4

1.62¢°"  59.67¢/ 17.52"

2.4147¢

65.12¢¢  19.36%¢

198978 615591 189

2.76¢

63.3¢/  19.36%°¢

219b¢ 6318/ 1854/
1.39" 62.42¢-1  17.568"

2.09¢~/

59.47/ 18.33¢~"

2.09¢~/f 62.61‘1’7‘: 18.48°7¢
1.86¢¢  62.28¢f 1856/

1.68/~"
15.3

58.12/ 17.51"
6.7 3.96

Letras diferentes dentro de 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: Peso 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 Chlb Chl'T Caro
(EAS) (mgg™'PS) (mgg'PS) (mgg!PS) (mgg”!'PS)

1 5.79P 2910 8.7" 0.22¢°"

2 5.2f 2.62¢f 7.82¢f 0.31-4

3 4.86' 2.54¢f 7.4 0.21¢7 "

4 5.14/ 2.61¢/ 7.75/ 0.22¢"

5 5.54¢ 2.820—4 8.36¢ 0.249-¢
6 483 2564/ 7.39/ 0.13

7 5.840 2.87" 8.71¢ 0.25¢/

8 4.87M 2564/ 7.43"0 0.19/-1

9 4.958" 2.61¢/ 7.568~1 0.15M

10 5.31¢ 2.68°~¢ 7.994¢ 0.22¢7 "
11 4.91M 2.56¢" 7.47"0 0.15M
12 6.23¢ 3.114 9.34¢ 0.34%0
13 5.03¢ 2.66%¢ 7.69/¢ 0.2/t
14 5.444 2.83b¢ 8.27¢ 0.33%
15 5.76" 2.93" 8.69" 0.32%¢
16 5.6¢ 2.830~ 8.43¢ 0.41¢

17 4.99¢ 2.58¢f 7.578" 0.249-¢

PC 5.36¢ 2.67¢°¢ 8.034 0.29%—¢
TO 4.66/ 2.47/ 7.12¢ 0.1787¢
CV (%) 0.94 3.7 1.27 19.63

Letras diferentes dentro de cada columna indican diferencias significativas en-
tre tratamientos (LSD, p < 0.05). EAS: Extracto de alga Sargassum spp.; PC:
Producto comercial; TO: Control absoluto; CV: Coeficiente de variacion; Chl a:
Clorofila a; Chl b: Clorofila b; Chl T: Clorofila total; Caro: Carotenoides; PS: Peso

Seco.
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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 tratamientos (LSD, p <
0.05). PS: Peso seco; PC: Producto comercial; TO: Control absoluto; EAG: Equivalentes de &cido galico;
EC: Equivalentes de catequina; EAS: Extracto de alga Sargassum spp. Los intervalos de las barras 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 liberacién de compuestos
bioactivos, y el mantener dichas condiciones por lap-
s0s 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 present6 el
tratamiento EAS7, el cual, presenta las condiciones

mas elevadas de extraccion (Tabla 1). Estos resulta-
dos son similares a los reportados por Ferreira et al.
(2019) quienes muestran que en Fucus vesiculosus
a temperaturas y tiempos mas elevados (120 °C y
4 h, respectivamente) de extraccién 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 extraccién.

Hay estudios que indican que a mayores tem-
peraturas y tiempos de extraccién 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-6-sulfonic acid); EAA: Equivalentes de &cido ascérbico; 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 sucedi6 con los compuestos
que se determinaron en este estudio, posiblemente
porque se necesitan condiciones mas severas para
su degradacion, ya que, los enlaces que presen-
tan estos compuestos (proteinas, aminoacidos y glu-
tatién) son covalentes, los cuales, son los mas fuertes
y dificiles de romper (Lin et al. 2020).

Parametros de crecimiento de las plantulas

La obtencion de plantulas de calidad depende
de su genética, fisiologia y un ambiente favorable
para el desarrollo de raiz y véstago (Giménez et
al. 2008). En la actualidad la produccién y propa-
gacién de plantulas esta afectada por diferentes es-
trés ambientales que deterioran su calidad, lo que, las
hace propensas a infecciones por patégenos (Ruan
et al. 2009), lo que lleva a buscar alternativas.
Los resultados obtenidos, posiblemente son atribui-
dos a la mayor concentracién 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 (Hernandez et al. 2009,
Hernandez-Herrera et al. 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 aplicacién fo-
liar, en drench y combinada de extractos de Sar-
gassum johnstonii mejoré 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, citoquininas 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 decrecientes. Mientras que Vi-
jayanand et al. (2014) al evaluar aspersiones foliares
de extractos de Sargassum wightii en el cultivo 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-
tdan 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 concentracién
de metabolitos nitrogenados en los EAS, motivo por
el cual, se cree que todos los EAS incluido el producto
comercial incrementaron la concentraciéon de pigmen-
tos en comparacion al control absoluto.

También hay estudios que demuestran que 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 degradacién
de los pigmentos (Blunden et al. 1996, Estaji et al.
2019). Como lo mencionan Zermeho-Gonzéalez et
al. (2015) quienes demuestran que la adicién foliar y
drench de extractos de Sargassum spp. a dosis de
1 L ha~! en vid aumenté significativamente la con-
centracién 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 concentracién 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 dafo oxidativo a otras
moléculas, con la eliminacién o neutralizacién de es-
pecies reactivas de oxigeno, nitrégeno y azufre pro-
ducidas durante el estrés, las cuales, son causantes
de dicho dario oxidativo, induciendo asi tolerancia en
las plantas (Olson et al. 2017, Kapoor et al. 2019,
Chib et al. 2020). Los resultados de esta investi-
gacién posiblemente son producto de la mayor con-
centracion de metabolitos en el EAS7 (Tabla 1), los
cuales, actian como bioestimulantes, como los com-
puestos nitrogenados presentes (proteinas, aminoa-
cidos y glutatién). 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 mayor sintesis de compuestos antioxi-
dantes, como lo indican Kollist 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 y
eventualmente desencadenar una serie de sefnaliza-
ciones celulares que resultan en la activacion del sis-
tema de defensa, por lo cual, se incrementa la sinte-
sis y actividad de compuestos antioxidantes, como los
enzimaticos (superéxido dismutasa, catalasa, ascor-
bato peroxidasa y glutation peroxidasa) y no enzimati-
cos (fenoles, carotenoides, glutatién y vitaminas) (He
etal. 2018, Shukla et al. 2019). Los antioxidantes en-
zimaticos se consideran la primera linea de defensa,
la cual dificulta la produccién de radicales libres que
conduce al estrés oxidativo, en cambio los antioxi-
dantes no enzimaticos participan en la segunda linea
de defensa, que se encarga de inhibir la produccién
de danos causados por la reaccidn 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 wightii a dosis de 1.5% aumen-
tan la concentracién de azlcares reductores y acido
ascorbico en las hojas de frijol. Mientras que Kumari
et al. (2011) al evaluar la aplicacion foliar, drench
y combinada de extractos de Sargassum johnstonii
sobre el contenido de compuestos bioactivos en fru-
tos y hojas de tomate, reportan que todas las for-
mas de aplicacién mejoraron la sintesis de proteinas,
azucares, fenoles, acido ascoérbico 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 el pretratamiento
de semillas de trigo con extractos de Sargassum lati-
folium al 1.5% mejor6 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 produccién, 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 produccion 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
concentracién de los EAS es algo que siempre se
tiene que tomar en cuenta, y lo més 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. EI EAS7 fue el
que mejores resultados presenté al aumentar el
crecimiento, biomasa y la concentracién de com-
puestos antioxidantes. En cuanto a los pigmentos
fotosintéticos el EAS12 fue el que mejores resultados
ocasion6. Lo que indica que los EAS son una op-
cién viable para producir plantulas mas vigorosas y
con un mejor sistema de defensa, lo cual, mejora la
adaptacién de las plantulas después del trasplante.
En cuanto a la caracterizaciéon de los EAS, el EAS7
(160 °C/ 30 min/ 50% de etanol) fue el que pre-
sent6 la mayor concentracion de metabolitos nitro-
genados, esto posiblemente a que las condiciones
de extraccion fueron las mas severas, por lo cual, se
cree que provoco los mejores efectos en las plantulas.
Se recomienda el uso del EAS7, en estos sistemas
de produccion.
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