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ABSTRACT

The use of biostimulants obtained from mix of compounds and/or organisms
constitutes a promising tool that increases the efficient approach of nutrients and
plants tolerance under stress conditions. Seaweeds are an important sustainable
marine source and extracts from them have been applied as plant biostimulants. In
this work, the effect of Lens esculenta seeds imbibition with aqueous extracts from
two seaweeds as biostimulants of the seedlings growth of this plant was analyzed.
It was shown a notably hormetic effect that induced the promotion of the L.
esculenta seedlings growth, when it was exposed to different concentrations of
agueous extracts of Sargassum vulgare (5%) and Ulva fasciata (5% and 10%). It
was showed that the use of the lowest agqueous extract concentration at early
imbibition of seeds is a potential biostimulant for the promotion of plantlets growth,
favoring their adaptation under stress condition.
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RESUMEN

El empleo de bioestimulantes a partir de mezclas de sustancias y/o organismos es
una herramienta prometedora que incrementa el uso eficiente de nutrientes y la
tolerancia de las plantas bajo condiciones de estrés. Las macroalgas (seaweeds)
son una fuente marina renovable importante y los extractos de ellas se han
aplicado como bioestimulantes de plantas. Este trabajo analizo el efecto de la
imbibicion de semillas de Lens esculenta con extractos acuosos de dos
macroalgas como bioestimulantes del crecimiento de las plantulas de esta
especie. En este estudio se mostrd un efecto hormético notable que indujo la
promocién del crecimiento de las plantulas de L. esculenta expuestas a las
concentraciones de Sargassum vulgare de 5% y de Ulva fasciata de 5% y 10%. Lo
que evidencié que el empleo de éstos a bajas concentraciones en procesos de
imbibicién de semillas, los recomiendan como biostimulantes potenciales para la
promocién del crecimiento de plantas que favorecen su adaptacién ante cualquier
condicion de estrés.

Palabras clave: extractos acuosos, bioensayos, bioestimulantes

1. INTRODUCCION

En la actualidad el empleo de bioestimulantes a partir de mezclas de sustancias
y/o organismos se considera una herramienta prometedora que favorece no
solamente el uso eficiente de nutrientes; sino también promueve la tolerancia de
las plantas bajo condiciones de estrés (Colla et al., 2015; Nardi et al., 2016; Ertani
et al., 2018). Los meétodos de extraccion de los compuestos bioactivos que
aseguran su actividad ademas de su efectividad son variados y criticos (Colla et
al., 2015; Godlewska et al., 2016; Michalak et al., 2016) lo que incrementa su
complejidad en el efecto sobre las plantas, debido a que éstas poseen diferente
sensibilidad a una o mas moléculas bioactivas (Ertari et al., 2011, 2013, 2014;
Guinan et al., 2013). Las especies de macroalgas (seaweeds) se consideran una
fuente marina renovable importante (Sahoo, 2000) y los extractos derivados de
ellas se han aplicado como bioestimulantes de plantas (Cassan et al., 1992; Calvo
et al., 2014). Dentro de los compuestos que se han identificado como activadores
de mecanismos de defensa en las plantas y promotores de su crecimiento se
tienen a los polifenoles como el floroglucinol, los polisacaridos como los alginatos,
carragenanos y oligosacaridos, las betainas, los aminoacidos, las vitaminas y
algunos con actividad similar a las fitohormonas, como las citocininas (Durand et
al., 2003; Stirk et al., 2003) auxinas (Stirk et al., 2004) giberelinas (Wildgoose et
al.,, 1978). Se ha reportado también que los extractos de éstas en bajas
concentraciones inducen una amplio espectro de respuestas fisioldgicas positivas
en las plantas que incluyen el incremento en su crecimiento, la sintesis de
clorofila, la calidad de los frutos (Hong et al., 2007; Rayorath et al., 2008; Khan et
al., 2009; Pereira et al., 2009; Calvo et al., 2014; Goiii et al., 2016), la germinacion
temprana, la floracién y la fructificacion (Mancuso et al., 2006; Sivasankari et al.,
2006; Roussos et al.,, 2009; Ali et al., 2015; Satish et al., 2015); estimulan la
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proliferacion de raices secundarias (Mugnai et al., 2008; Pereira et al., 2009;
Spinelli et al., 2010); asi como también promueven la inmunidad, la resistencia a
patogenos y potencian la tolerancia de las plantas a una variedad de condiciones
de estrés; tales como la salinidad, desecacion o temperatura extremas (Joubert &
Lefranc, 2008; Sharma et al.,, 2014). El objetivo de este trabajo consistid en
analizar el efecto de la imbibicion de semillas de Lens esculenta con extractos
acuosos de dos macroalgas como bioestimulantes del crecimiento de las plantulas
de esta especie.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Preparacion del extracto acuoso de Sargassum vulgare y Ulva
fasciata

Se recolectaron manualmente ejemplares de Sargassum vulgare (C. Agardh) y
Ulva fasciata (Delile) en fase reproductiva, de la zona intermareal a un metro de
profundidad en la playa “El pulpo”, ubicada en la Barra de Cazones, Municipio de
Cazones de Herrera, en el estado de Veracruz (20° 43’ 33.98” Ny 97° 11’ 90.72”
W) en la época de lluvias (Julio, 2018); lavaron varias veces con agua de mar para
remover el exceso de arena, impurezas y eliminar los epibiontes y transportaron al
laboratorio, para lavarse nuevamente con agua corriente para eliminar totalmente
los epibiontes y el exceso de sal, secaron al aire bajo sombra y se fraccionaron los
ejemplares para su pulverizaciéon con el empleo de un molino Nutribullet ® para la
obtencién de la harina algal. Los extractos acuosos de las harinas de ambas
especies se obtuvieron aplicando una metodologia modificada a la de Kumar &
Sahoo (2011), Vinoth et al. (2012) y Godlewska et al. (2016), como sigue: las
harinas de ambas especies se tamizaron a través de un tamiz de latdbn Duvesa®
(malla 16 y 1mm de abertura) y se depositaron 25g de cada una en vasos de
precipitado con la adicién de 300mL de agua bidestilada, colocaron en un bafio de
incubacion a 80°C por 45 minutos, después de este tiempo, los extractos se
dejaron enfriar a temperatura ambiente y se filtraron a través de papel filtro de
poro mediano, para obtener el extracto acuoso final que se consider6 como el
concentrado (100%) segun lo reportado por Bhosle et al. (1975) y Kumar & Sahoo
(2011). Los extractos acuosos se almacenaron a 4°C hasta su empleo para los
bioensayos.

2.2 Efecto de los extractos acuosos de S. vulgare y U. fasciata sobre el
crecimiento de L. esculenta

Se emplearon semillas comerciales de Lens esculenta (Moench), que se
desinfestaron bajo condiciones de esterilidad con hipoclorito de sodio al 10% por
tres minutos, enjuagaron con agua bidestilada estéril y depositaron por 30 minutos
a temperatura ambiente en frascos estériles que contenian 50mL de las diferentes
concentraciones de los extractos acuosos de cada especie de macroalga
(Sargasum (S) y Ulva (U)): S5%, S10%, S20%, U5%, U10% y U20%. La condicién
Testigo se establecié con la imbibicion de semillas desinfestadas en 50mL de
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agua bidestilada estéril por 30 minutos a temperatura ambiente. Una vez
embebidas las semillas tanto en los extractos acuosos como en el agua
bidestilada estéril, se depositaron 5 semillas por frasco de vidrio con tapas
Magenta (Sigma-Aldrich, Co.), que contenia 50 mL de solucion mineral (0.20 M
NH4H2PO4, 1.15 M Ca(NOs)2, 0.4M MgSO47H20, 1.2 M KNOgz, 1.2 x 102 M
H3sBOs, 1.2 x 104 M CuCl2'H20, 2.3 x 10° M ZnCl2, 4.4 x 10* M MnCl2:4H20, 6 x
10% M NazMoO4'H20, Fe-EDTA (7.1 x 103 M FeS04'7H20 + 7.2 x10° M EDTA-
Naz), pH = + 6.0) con la adicion de 3g/L de Phytagel (Sigma-Aldrich, Co.). Los
bioensayos se desarrollaron por cuadruplicado para cada condicion experimental y
se mantuvieron en una camara de crecimiento, con incubacion a 28°C vy
fotoperiodo de 16 h luz y 8 h oscuridad (con lamparas fluorescentes Phillips T8 32
Watts 5000°K), por un periodo de 8 dias. Después de este tiempo las plantulas se
cosecharon de los frascos de cultivo, se contd el niumero de nudos totales de ellas
(N) y se fotografiaron para realizar las mediciones de la longitud total (LT, cm),
longitud del brote (LB, cm) y longitud radical (LR, cm) con el empleo del programa
de mediciones Motic Images 2000 Ver. 1.3, para el andlisis de las imagenes. Se
separ6 el material del brote y radical y se determindé el peso fresco (PF) y se dejo a
70°C a temperatura constante por 24 horas para obtener su peso seco (PS).

La evaluacion del efecto de los extractos acuosos sobre el crecimiento de las
plantulas de L. esculenta se realizé a través del calculo de la relacion de la
longitud del brote (LB) entre la longitud de la raiz (LR); del porcentaje del
crecimiento del brote: %CB = LBext / LBt x 100; donde “LBext” es la longitud del
brote medida en presencia del extracto acuoso y “LBt” es la longitud del brote
medida en ausencia del extracto (Testigo), del porcentaje del crecimiento de la
raiz, como %CR = LRext / LRt x 100; donde “LRext” es la longitud radical medida
en presencia del extracto acuoso y “LRt” es la longitud radical medida en
ausencia del extracto (Testigo) y de la medicion del indice de Vigor de las
plantulas (V) calculado con el empleo de la férmula de Cokkizgin & Cokkizgin
(2010): IV = [LPB + LPR] x PG donde, LPB es la longitud promedio del brote, LPR
es la longitud promedio de laraiz y PG es el porcentaje de germinacion.

2.3 Evaluaciéon de la fitotoxicidad de los extractos acuosos de S.
vulgare y U. fasciata sobre el crecimiento de las plantulas de L.
esculenta

Se evalud la posible fitotoxicidad de los compuestos presentes en los extractos
acuosos de ambas macroalgas con la evaluacion del indice de Elongacion Radical
propuesto por Bagur-Gonzéalez et al. (2011) (IER = Elongext — Elongt / Elongt,
donde Elongext es la longitud promedio de las raices de las plantulas de L.
esculenta crecidas bajo las diferentes concentraciones de los extractos acuosos
probados y Elongt es la longitud promedio de las raices de las plantulas crecidas
en agua destilada (Testigo)); con valores de toxicidad que van desde —1 (maxima
toxicidad) a > 0, de acuerdo con las categorias propuestas: A= de 0 a —0.25 baja
toxicidad, B= de -0.25 a -0.5 toxicidad moderada, C= de -0.5 a -0.75 alta
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toxicidad y D= de —0.75 a —1.0, toxicidad muy alta; valores del indice > 0 indican
gue se dio la estimulacion del crecimiento de la radicula conocido como hormesis.

2.4 Andlisis estadistico de los resultados

A todos los resultados obtenidos se les aplicé un andlisis de varianza (ANDEVA) y
prueba de Tukey-Kramer de comparacion mudiltiple, empleando el paquete
estadistico GraphPad InStat, V2.03. Se realiz6 también un andlisis de
componentes principales (ACP), que considerd la asociacion de una matriz de
datos que incluy6 las diferentes condiciones experimentales probadas (T, S5%,
S10%, S20%, U5%, U10% y U20%) y los parametros del crecimiento medidos en
las plantulas de L. esculenta (LB, LR, LT, relacién LB /LR, PF, PS, N), que se
evaluo por la correlacion de Pearson, utlizando el programa PAST versién 2.02
(Paleontological Statistics Software Package for Education and Data Analysis) de
Hammer et al. (2001).

3. RESULTADOS

La Fig. 1 muestra las variaciones en la longitud del brote (Fig. 1a) y la longitud de
la raiz (Fig. 1b) obtenidas en las plantulas de L. esculenta en donde la longitud de
ambos parametros disminuyé conforme se increment6 la concentracién del
extracto acuoso en particular el de S. vulgare con diferencias estadisticamente
significativas entre los extractos de esta especie con las plantas Testigo (P <
0.001). La respuesta obtenida del indice LB/LR con respecto a las plantas Testigo
evidencio la secuencia: 1.82 > 1.51 > 1.22 entre los extractos acuosos de U20%,
Ul0% y U5%, respectivamente. Para los extractos acuosos de S. vulgare, la
secuencia fue de 2.46 > 1.79 > 1.50, con los extractos de 5%, 20% y 10%,
respectivamente; lo que mostré que bajo ambas condiciones experimentales se
obtuvo un incremento en el desarrollo del brote con respecto a la raiz.
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Fig. 1. Evaluacion del crecimiento de las plantulas de Lens esculenta: a) longitud del

brote y b) longitud de laraiz (n =20), (@a=P <0.01y b =P <0.001).
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La Fig. 2 da evidencia del efecto de los extractos acuosos sobre la biomasa
vegetal, con mayor peso fresco obtenido en las plantulas de L. esculenta con el
extracto acuoso de U5% y U10% y con un efecto inhibidor del crecimiento en
términos de la biomasa obtenida con el extracto de S. vulgare bajo las tres
concentraciones probadas (con diferencias significativas, entre P<0.01 y P<0.05)
(Fig. 2a). Se obtuvieron resultados de pesos secos bajos comparados con los
obtenidos en las plantas sin exposicion a los extractos, notandose también una
ausencia de diferencias estadisticamente significativas entre todas las condiciones
experimentales (Fig. 2b).
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Fig. 2. Evaluacion del rendimiento de las plantulas de Lens esculenta: a) peso fresco y
b) peso seco (n =20),(a=P<0.01yb=P<0.001).

En la Tabla 1 los valores obtenidos del IV también muestran el efecto positivo de
las bajas concentraciones de los extractos acuosos probados de ambas
macroalgas. No obstante que se obtuvieron bajos porcentajes de germinacion se
indujo el crecimiento de las plantulas de L. esculenta (S5% = 188%, U5% = 195%
y U10% = 179%).

Tabla 1. Determinacion del indice de vigor de las plantulas de Lens esculenta

Experimentos LPB* LPR* PG* A%
Testigo 0.84 0.6 95.98 145.12
S5% 1.16 0.71 70.73 188.02
S10% 0.53 0.43 94.65 87.19
S20% 0.66 0.49 89.3 104.41
U5% 0.99 1.05 78.59 195.28
U10% 1.01 0.78 63.99 179.49

U20% 0.62 0.42 79.93 73.1

*LPB: longitud promedio del brote; LPR: longitud promedio de la raiz; PG:
porcentaje de germinacion; IV: indice de vigor.
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La asociacion de las variables medidas y las condiciones experimentales
representadas en el ACP (Fig. 3) mostraron una agrupacion negativa entre las
respuestas del crecimiento de las plantulas de L. esculenta con los extractos
acuosos de S10%, S20% y U20%. La asociacién positiva evidente entre las
variables medidas en las plantulas de L. esculenta corresponde a la longitud del
brote, la relacion LB/LR y el nUmero de nudos con las condiciones experimentales
Ty S5%. Y la mas notable que se obtuvo de la promocion del crecimiento con la
imbibicion de las semillas con los extractos acuosos de U5% y U10%, en su
asociacion con las variables medidas de los pesos fresco y seco de la biomasa
obtenida, la longitud radical y la longitud total de las plantulas de L. esculenta.
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Fig. 3. Analisis de componentes principales (APC) de la representacion
de las interacciones entre las condiciones experimentales probadas y las
variables de crecimiento medidas de L. esculenta.

4. DISCUSIONES

El porcentaje del crecimiento del brote de las plantas de L. esculenta expuestas a
los extractos acuosos de ambas especies de macroalgas presentd el siguiente
orden de respuesta: S5% (137%) > U10% (119%) > U5% (117%) > S20% (78%) >
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U20% (73%) > S10% (63%) y del crecimiento radical el siguiente orden: U5%
(175%) > U10% (129%) > S5% (118%) > S20% (81%) > S10% (71%) > U20%
(69%), donde para ambos casos la imbibicion de las semillas en los extractos
acuosos de las concentraciones mas bajas (5% y 10%) mostraron el efecto directo
de la induccion del crecimiento de las plantulas y la concentracion del 20% de los
extractos acuosos de ambas especies de macroalgas inhibieron éste. Se ha
definido como “priming” al proceso por el cual las semillas se hidratan en
diferentes soluciones que disparan o inducen el inicio de ciertos procesos
metabolicos (como pueden ser la sintesis de proteinas) en el inicio de la
germinacion (Jisha et al., 2012; Paparella et al., 2015) y Jisha et al. (2012)
mencionan que la aplicacion de agentes quimicos derivados de compuestos
naturales y/o sintéticos denominados “seed priming agents” como el hidro priming,
el osmo priming, el priming quimico, el priming hormonal, el priming biolégico, el
redox priming y el priming de matriz sélida, potencian procesos fisiolégicos en las
semillas con su imbibicién temprana que como consecuencia mejoran el desarrollo
de los brotes de las plantulas, su frecuencia de enraizamiento y su indice de vigor.
Masondo et al. (2018) han empleado compuestos derivados de macroalgas
considerados como bioestimulantes aplicados como agentes “priming” para la
germinacion y crecimiento de las plantulas de Ceratotheca triloba bajo ciertas
condiciones de estrés abiotico. En este estudio la imbibicion de las semillas de L.
esculenta fue un proceso de “priming” con los extractos acuosos de S. vulgare y U.
fasciata que ademas de inducir la respuesta germinativa promovieron el
crecimiento de las plantulas. En cuanto a los resultados reportados sobre el efecto
positivo de la aplicacién de extractos de macroalgas a bajas concentraciones se
tienen los de Ahmed & Sehrawy (2013), Parthiban et al. (2013), Pramanick et al.
(2013) y Vijayanand et al. (2014), quienes han descrito que éstos poseen efectos
positivos en el crecimiento y las respuestas bioquimicas de las plantas. Jeannin et
al. (1991); Aldworth & van Staden (1987) y Crouch & van Staden (1993) y
Battacharyya et al. 2015, proponen que los efectos promotores del crecimiento de
los extractos de macroalgas estan relacionados de manera indirecta o directa con
el efecto de las fitohormonas presentes en éstos, del tipo de macroalga empleada
para la extraccion asi como de su manejo y procesamiento después de su
recolecta natural. Erulan et al. (2009) reportan que la aplicacion de extractos
liquidos de macroalgas a bajas concentraciones favorecen el incremento en los
parametros de crecimiento medidos en las plantas tales como la longitud del brote,
la longitud radical, el area foliar, los pesos frescos y secos de la biomasa obtenida
y el contenido de humedad en los tejidos; asi como la respuesta bioquimica en
parametros tales como las clorofilas “a” y “b”, proteinas, azucares y almidon, entre
otros. Zhang & Schmidt (1997) anotan que las altas concentraciones de los
extractos de macroalgas a las que se exponen las plantas, pueden ocasionar una
disminucion en su crecimiento debido al efecto de una alta concentracion de
solutos que afectan la osmolaridad. En cuanto a los ensayos de toxicidad basados
en la elongacion radical, éstos pueden realizarse con diversas especies que
incluyen plantas de importancia econdmica, que son de facil acceso y que
ademas, germinan y crecen rapidamente (Fletcher et al. 1985). Es importante
destacar que, durante los primeros dias de desarrollo de las plantulas, ocurren
numerosos procesos fisiologicos en los que la presencia de una sustancia toxica
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puede interferir en su supervivencia y su desarrollo normal (Sobrero & Ronco
2008). En este estudio; el efecto fitotoxico de los extractos acuosos de S. vulgare
segun la clasificacion de Bagur-Gonzalez et al. (2011), determiné que estos se
clasificaron entre una toxicidad baja (-0.18) a la concentracién de S20% y de
toxicidad moderada a las concentraciones de S10% (-0.28) y de U20% (-0.30). Se
obtuvo un efecto hormético notable que indujo la promocién del crecimiento de las
plantulas de L. esculenta expuestas a las concentraciones de S5% (0.18) y de
U10% y U5% con valores de indices IER de 0.29 y 0.75, respectivamente. Cabe
mencionar que la hormesis es un proceso que esta presente en todos los
organismos y en toxicologia se define como una respuesta bifasica a un
compuesto toxico (estresor) el cual a dosis bajas induce un efecto benéfico y a
altas dosis produce un efecto toxico (Calabrese & Mattson, 2011). A nivel
fisiologico esto se puede traducir como una respuesta adaptativa de un organismo
a nivel bajo de un factor de estrés acompafiado por una sobrecompensacion
cuando el reajuste de la homeostasis se ha interrumpido; con relacién al origen
biol6gico de los bioestimulantes, éstos modifican los procesos fisiologicos de las
plantas incrementando su productividad y proteccion bajo condiciones de estrés.
Por lo que a los bioestimulantes se le denomina también inductores y éstos son
factores que disparan el crecimiento de las plantas en la forma de dosis-respuesta
a bajas concentraciones. Poco se conoce acerca de la evaluacion de la hormesis
en plantas por compuestos derivados de macroalgas (Vargas-Hernandez et al.,
2017). En este estudio, la respuesta hormética obtenida a las concentraciones
bajas de los extractos acuosos de ambas macroalgas constituye un punto
importante para considerarlos como inductores.

Finalmente, en este estudio se dio la evidencia de que la aplicacion de los
extractos acuosos obtenidos de Sargassum vulgare y Ulva fasciata y su empleo en
bajas concentraciones como agentes de imbibicion temprana en la germinacion de
Lens esculenta, promovieron el crecimiento de las plantulas durante los primeros
dias de su desarrollo con la respuesta particular de éstas con los extractos de S.
vulgare (5%) y de U. fasciata (5% y 10%) como biostimulantes potenciales y
considerarse entonces como una posible fuente de reguladores del crecimiento
adecuadas para la promocion de las respuestas fisioldgicas tempranas que
favorezcan la adaptacion de las plantas ante cualquier condicion de estreés.
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