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RESUMEN

Se indujo la condicion de estrés hidrico en plantas de tomate (Solanum lycopersicum cv
Tisey DRD 8551) para medir la actividad bioestimulante de la aspersion foliar de diferentes dosis
de extracto de la planta haldfita invasiva Sesuvium portulacastrum L. reportada como
acumuladora de compuestos con capacidad de osmorregulacion. El extracto se obtuvo a partir de
S. portulacastrum de crecimiento silvestre colectado en la zona costera del municipio de Guasave,
Sinaloa, México seleccionado por su contenido del ciclitol pinitol (5.5 mg g de peso fresco). Se
utilizaron condiciones hidroponicas controladas de aclimatacion e induccion de estrés hidrico con
polietilenglicol (PEG 6000) a -0.70 MPa de plantas en crecimiento vegetativo a las cuales se
aplicaron diferentes concentraciones de extracto equivalentes a 0 (testigo PEG), 0.15 (baja), 0.30
(media) y 0.45 umol (alta) de pinitol por planta. Se confirm6 la ausencia de dafios por
fitotoxicidad en condiciones de sobredosificacion. Las mediciones del efecto de los tratamientos
en los indicadores de osmorregulacion CRA (contenido relativo de agua), materia seca,
deshidratacion foliar, clorofila (a y b), prolina y &cido abscisico (ABA) se realizaron por 3 dias
para comparar el efecto de los tratamientos vs un testigo absoluto sin induccion de estrés. Se
obtuvo que el estado de hidratacion en las hojas asperjadas con S. portulacastrum a dosis de 0.15
pumol de pinitol, presentaron la mejor apariencia de tejido en estado de turgencia al dia 1 y dia 3;
mientras que la tendencia de los contenidos de clorofila (a y b), prolina y &cido abscisico
presentaron un patron de acumulacion progresiva en respuesta al estrés y a la dosis de pinitol. La
acumulacién de prolina fue el indicador mas significativo de este estudio, el cual increment6 de
50 a 100 veces en todos los tratamientos con estrés inducido, comparado con en el testigo que
presentd una concentracion de 1.3 pumol g -1. Los resultados obtenidos representan una
aproximacion al uso potencial de S. portulacastrum como bioestimulante en la reduccién de los
impactos por estrés hidrico en tomate; sin embargo, son necesarios estudios posteriores para su

recomendacion en la agricultura.

Palabras claves: hal6fita, pinitol, acido abscicico (ABA), glicina betaina, prolina.
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ABSTRACT

Tomato plants (Solanum lycopersicum cv Tisey DRD 8551) were induced to water stress
condition with the objective to measure the osmoprotective effect of foliar sprayed extract of
Sesuvium portulacastrum L. The invasive halophytic plant S. portulacastrum has the ability to
biosynthesize metabolites that induces biostimulation, in consequence, representing a candidate
to induce an osmoregulatory response and stress alleviation. The extract was obtained from wild
collections from saline coastal zone of Guasave, Sinaloa based on pinitol content (5.5 mg g fresh
weight). Water stress was induced in acclimatized tomato plants under controlled conditions for
subsequent exposure to hydroponically induced stress with PEG 6000 at -0.70 MPa at stage of
vegetative growth. Foliar spraying application of S. portulacastrum extract at different cyclitol
concentration of 0 (control), 0.15 (low), 0.30 (medium) and 0.45 pumol (high) of pinitol per plant
was studied after confirmation of negative phytotoxicity. Measurements of the effect of the
treatments were carried out for 3 days in the osmoregulation indicators CRA (relative water
content), dry matter, foliar dehydration, chlorophyll (a and b), proline and abscisic acid (ABA).
As a result, 0.15 pumol of pinitol sprayed from S. portulacastrum extract, presented the higher
hydration state of the leaves and the appearance of tissue in a state of turgidity was maintained
during day 1 and 3; while in general chlorophyll (a and b), proline and abscisic acid presented a
pattern of progressive accumulation in response to stress. The most significant stress indicator
was the accumulation of proline (50 to 100 times in all treatments induced with PEG vs 1.3 pmol
gl in the non-stressed control). This study represents an approach to the potential use of S.
portulacastrum as a biostimulant in agriculture to reduce water stress impact in tomato crop but

further studies are needed for agriculture scale recommendation.

Key words: Halophyte, pinitol, abscisic acid (ABA), glycine betaine, proline..
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1. INTRODUCCION

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es una especie de gran utilidad como modelo de

estudio de procesos bioldgicos de plantas de la clase de las dicotiledoneas. Por su consumo y
produccion, se considera la hortaliza nimero uno en México con un 23.2% de la produccion de
hortalizas en el 2018 (datos abiertos SIAP). El Estado de Sinaloa sobresale en la vocacion
productiva de esta hortaliza que ademas ocupa la posicién principal en las exportaciones de
productos frescos. Este cultivo, al igual que otros de manejo intensivo, presenta amenazas tanto
de origen bioldégico como de influencia ambiental, que pueden restringir la productividad y
rentabilidad, entre los factores ambientales destacan; la sequia, salinidad y temperaturas extremas,
siendo estas ultimas las de atencion creciente.
Los factores ambientales que derivan de fendmenos multivariados de progresion a largo plazo
alteran los ecosistemas y en consecuencia los procesos bioldgicos durante el desarrollo de los
cultivos agricolas (Rosenzweig et al., 2013), lo que influye en cambios en las précticas de
produccidn y manejo agronomico como medida para hacer frente a este problema. El crecimiento
y desarrollo normal de los cultivos se afecta por diversos tipos de estrés, tales como, salinidad,
temperaturas extremas y sequia. De manera particular el déficit hidrico se desarrolla
progresivamente durante temperaturas extremas, lo cual induce a cambios fisioldgicos,
morfoldgicos, bioquimicos y moleculares en las plantas (Shao et al., 2008; Lee et al., 2016). Entre
los mecanismos bioquimicos asociados a la condicién de desbalance hidrico se encuentra la
produccion de metabolitos conocidos como especies reactivas de oxigeno (ROS), moléculas
altamente reactivas que causan la inhibicién del crecimiento y reducen la tasa fotosintética, entre
otras afectaciones. Ante estos estimulos, algunas plantas desarrollaron mecanismos de adaptacion
o aclimatacion en funcién de los rasgos genotipicos y fenotipicos, como son la tasa de progresion,
intensidad y duracion del estrés, asi como y de los factores ambientales que lo provoquen (Shao
et al., 2008). Desde un enfoque fisioldgico, bioquimico y metabdlico, otros factores extrinsecos
como son las interacciones con el microbioma circundante representan ademas un factor de
influencia en la capacidad de respuesta al estrés, el cual no sera considerado para los propésitos
del presente trabajo de investigacion (Ma et al., 2020).

Existen especies silvestres que presentan una fuente de variacion genética, las cuales han sido
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utilizadas en los programas de mejoramiento genético encaminados a caracterizar las bases
genético-fisioldgicas de la tolerancia a la sequia con vistas a desarrollar plantas tolerantes al estrés
(Foolad, 2007). Sin embargo, los progresos logrados en este campo han sido escasos. Una de las
principales respuestas al estrés hidrico es la modificacion de la expresion génica, relacionada con
la produccion de enzimas clave en la via de sintesis de osmolitos, proteinas con funcion
protectora, enzimas antioxidantes, factores de transcripcion y otras proteinas reguladoras de la
homeostasis celular. En la presente investigacion, se analizé el estrés hidrico y los efectos
protectores de un extracto vegetal sobre la induccion en los compuestos organicos de masa
molecular baja, Ilamados osmolitos de respuesta, los cuales se encuentran ampliamente referidos
como osmoreguladores (Ashraf y Foolad, 2007).

Debido al incremento en la demanda de alimentos, se ha inducido a practicar la agricultura
intensiva, necesitando atender problemas relacionados a los diferentes tipos de estrés. En los
ultimos afos, se ha incrementado el uso de productos de bioestimulacion (EBIC, 2021); dentro
de los cuales se agrupan sustancias o microorganismos que funcionan como promotores del
crecimiento saludable y tolerancia a los diversos estreses que impactan directamente en el
rendimiento y calidad de los cultivos (du Jardin et al., 2015). En ese segmento, algunos
bioestimulantes que se promueven por sus beneficios a la reduccion de estrés, derivan de plantas
haléfitas provistas de sistemas genéticos adaptados a condiciones extremas bajo el fundamento
de aprovechar los componentes bioldgicos que acumulan en sus tejidos, como promotores de
activacién y proteccién a condiciones de estrés hidrico.

Hay un interés creciente en las plantas de naturaleza hal6fita debido a su fisiologia e interaccion
(ecto y endofitica) con la microbiologia ambiental aun en condiciones de salinidad extrema
(Gutiérrez-Segura, 2018; Etesami y Beattie, 2018). Fisioldgicamente cuentan con mecanismos
adaptativos y caracteristicas que permiten su desarrollo en ambientes salinos. Estos mecanismos
van desde la exclusion o acumulacion de iones K*, compartimentalizacion iénica a nivel celular
y de planta, biosintesis de solutos que funcionan como osmoprotectores, cambios en la
fotosintesis, activacion de sistemas antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos, asi como la
modulacion de hormonas (Jefferies, 1981; Kumari et al., 2015); ademas, han desarrollado
mecanismos adaptativos como la produccion y acumulacion de solutos compatibles, llamados
osmolitos (Kransensky y Jonak, 2012).

Sesuvium portulacastrum L. conocida con el nombre comun de verdolaga de mar, es una planta
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haldfita facultativa, perenne, dicotileddnea perteneciente a la familia Aizoaceae, esta categorizada
como planta de metabolismo C3. Es una planta invasiva, perenne, rastrera, suculenta, de hojas
carnosas, genera un sistema de raices en la parte nodal, forma brotos de forma sub terete de color
verdoso, rosa o rojo difuminado, sus estomas son paraciticos (Lonard y Judd 1997; Lokhande et
al., 2009; Luettge et al., 1989). S. portulacastrum es una planta que tolera muy bien el estrés
salino e hidrico, por lo que crece en &reas arenosas y humedas como playas, manglares, dunas,
salinas y marismas. Por lo tanto, maneja un metabolismo de proteccidn, produciendo aminoacidos
como prolina que alcanzan hasta 200 pumol g-*materia seca, ademas de glicina betaina (Lokhande
et al., 2010a, b; Slama et al., 2006) y pinitol en valores que van de 9 a 58 mol m= (Luettge et al.,
1989).

El presente trabajo se planted para generar informacion acerca del posible efecto bioestimulante
osmoprotector del extracto de S. portulacastrum, en plantulas de tomate roma variedad Tisey
DRD 8551 sometidas a estrés hidrico y que pueda formar parte en el disefio de estrategias de
riego deficitario controlado que optimicen la eficiencia en el uso del agua.

Para desarrollar los objetivos del proyecto, se realiz6 un ensayo sobre un cultivo de tomate roma
variedad Tisey DRD 8551 en el Laboratorio de Bioquimica Vegetal ubicado en el Centro de
Investigacion en Alimentacion y Desarrollo, A.C. (CIAD). Se utilizaron plantas con 60+10 cm
de altura, las plantas fueron divididas en cinco grupos, 2 de ellos de 24 plantas y 3 con 18 plantas:
dos grupos control (absoluto y con estrés), y 3 grupos de tratamiento a diferentes dosis (baja,
media y alta) y se utiliz6 PEG 6000 para simular condiciones de estrés hidrico a través de un
potencial osmotico (Ws) de -0.7 MPa, evaluando los efectos, por medio de la medicion del
contenido relativo de agua (CRA), &cido abscisico, prolina y los cambios en la produccion de

clorofila.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Estrés Hidrico

A lo largo de la evolucion, las plantas al ser organismos sésiles han desarrollado diversas
adaptaciones fisioldgicas, que les permiten sobrevivir a los diferentes tipos de estrés, entre ellos,
la sequia, que es uno de los factores ambientales que méas afectan a los cultivos, segun la FAO
(2021ab), para el afio 2050 se deberan producir alimentos para aproximadamente 10 000 millones
de personas, lo cual representa un alto consumo de agua.

El estrés hidrico por sequia se produce en las plantas en respuesta a un ambiente en donde el agua
es muy escasa, por lo que la tasa de respiraciéon y transpiracién son mayores a los niveles de
captacion de agua (Figura 1). En muchas ocasiones el estrés hidrico se combina con estrés por
frio o por salinidad del suelo, lo cual genera una deficiencia mayor de agua en el citoplasma, que
se representa por un desbalance o estrés osmotico (Takahashi et al., 2020).

Algunas plantas poseen la capacidad de reducir la pérdida de agua, al controlar la velocidad y el
area de transpiracion; asi como, la absorcion de radiacion, lo que les permite sobrevivir en
condiciones de baja disponibilidad de agua, dichos mecanismos se relacionan al ajuste osmético

y a la plasticidad celular (Basu et al., 2016).
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Figura 1. Esquema general descriptivo de las respuestas de osmorregulacion y
detoxificacion asociadas al estrés hidrico en plantas de tomate (Adaptado de Gerzberg y
Knatuszco-Konka, 2017).

El estrés hidrico se puede clasificar de la siguiente manera segun Imadi et al. (2016):

e  Estrés leve: corresponde a un potencial hidrico entre -0.20 y -0.80 MPa o el contenido relativo
de agua (CRA) en un 8-10% respecto a plantas bien irrigadas, causa el cierre instantaneo de
estomas, reduce el area foliar y la tasa fotosintética.

e Estrés moderado: corresponde a un potencial hidrico entre -0.81 y -1.49 MPa o una
disminucion de CRA entre un 10 y 20%, no afecta gravemente a las plantas.

e  Estrés severo: disminucion del potencial hidrico mayor a -1.5 MPa o disminucién del CRA
mayor a un 20%, reduce la densidad de flujo de volumen en la raiz, asi como la asimilacion

de didxido de carbono y fotosintesis.

Durante el desarrollo de un cultivo, las plantas enfrentan una alta variabilidad en las condiciones
ambientales, enfrentando retos de productividad en frente a una creciente limitacion de
disponibilidad de agua. Desde un enfoque critico, los cambios repentinos en el ambiente, por
ejemplo, en la temperatura y la humedad, inducen cambios fisioldgicos y bioquimicos de corto

plazo cuya naturaleza e intensidad dependera de la duracién temporal del estrés (Passioura, 1996).
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En el Cuadro 1 se describen algunos de los principales procesos de respuesta fisiol6gica en

asociacion con la influencia del tiempo de ocurrencia del estrés y la influencia del medio

ambiente; por ejemplo, las caracteristicas mas importantes de una especie tolerante es la

fenologia, los procesos de crecimiento y de desarrollo, con afectacion en funcién de la escala de

tiempo de exposicion a la insuficiencia hidrica.

Cuadro 1. Cambios en la fisiologia vegetal e interaccion planta-ambiente en funcion de la escala
de tiempo de exposicién a estrés hidrico. Adaptado de Passioura (1996).

Escala de tiempo

En la planta

En el ambiente

Minutos 0 menos

Horas

1 a2 dias

3 dias a semanas

Semanas a meses

Recambio proteico (sintesis-degradacion) de
proteinas dafiadas por funcionales, cierre
estomatico

Sintesis de proteinas de proteccion (dehidrinas o
chaperonas), movimiento de hojas, marchitez,
ajuste osmético, respuesta a ABA

Cambios fisioldgicos de aclimatacion celular
(acumulaciéon de azlcares, lignificacion de
paredes celulares y reforzamiento de cuticulas),
induccion de genes  constitutivos de
mantenimiento celular; iniciacion floral y
floracion

Retraso en el crecimiento de la copa, senescencia
de hojas, desarrollo del sistema radical

Afectacion en el desarrollo controlado por
relojes biolégicos (ejemplo: vernalizacion,
tiempo a floracién), relleno de grano

Movimiento de sombras, lluvia o
irrigacion

Demanda evaporativa diurna,
reduccién de disponibilidad de
agua superficial del suelo,
rehumidificacion de la capa
superficial seca del suelo

Clima (frio a calor, aire seco),
reduccién de agua en la superficie
del suelo

Percolacién del agua a través del
perfil del suelo

Demanda de evaporacién
estacional, patron de lluvia
predominante

Nielsen et al., (1996), propone considerar a las plantas por los requerimientos de agua en:

e Hidrofitas: sumergidas parcial o totalmente en agua, no toleran potenciales hidricos mas

negativos de -5 a -10 bares.

e Mesdfitas: en general no toleran potenciales hidricos mas negativos de -20 bares.

e Xerofitas: en general no toleran potenciales hidricos méas negativos de -40 bares
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2.1.1. Efectos del Estrés Hidrico

Durante el cultivo del tomate, tal como ocurre en otros cultivos de importancia econdémica
mundial, las plantas se exponen a una combinacion de estreses bidticos y abioticos, entre los
abidticos la insuficiencia hidrica se considera entre las mas criticas (Ximénez-Embun et al.,
2018). El cultivo del tomate se establece principalmente en zonas semiaridas donde los cambios
climaticos y eventos de sequia ocurren con mas frecuencia (Nankishore y Farrell, 2016).

El impacto del estrés hidrico produce un impacto diferencial segun la etapa fenolégica del cultivo,
no obstante, indistintamente afecta la productividad que puede ir desde el desarrollo vegetativo
menor, hasta enrollamiento de hojas, pérdida foliar, tallos delgados, floracion prematura y frutos
de bajo peso (Figura 2), con tendencia a un cierre apical pobre en algunos casos.

La alta sensibilidad del tomate al déficit hidrico ha propiciado que los esfuerzos de mejoramiento
se dirijan a la busqueda y desarrollo de variedades adaptadas o bien tolerantes a la sequia (Hu y
Xiong, 2014). No menos importante resulta el estudio ecofisioldgico de la interaccion y
resiliencia evolutiva de las plantas de tomate a las condiciones ambientales.

Durante el desarrollo del estrés hidrico, se ven comprometidos diferentes mecanismos
bioquimicos, entre los que podemos mencionar la fotosintesis neta, el rendimiento efectivo del
fotosistema Il (PSII), la tasa de transporte de electrones, la sintesis de proteinas; asi como, el
metabolismo de los lipidos, los cuales se comprometen y afectan la morfologia de la planta (Kaur
et al., 2016). El calcio es un macroelemento de importancia nutricional con una funcion
importante en la tolerancia a estrés hidrico por su funcién como mensajero intracelular; sin
embargo, la reduccidn de flujo de agua afecta severamente su transporte y disponibilidad para los

procesos de respuesta (Hosseini et al., 2019).
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Figura 2. Enrollamiento foliar y reduccion de crecimiento de frutos, causado por el desarrollo
de estrés hidrico en tomate roma.

Segun Diplock et al. (1998), se producen alteraciones en el sistema antioxidante debido a que el
funcionamiento de la maquinaria metabdlica aerdbica genera y consume una amplia variedad de
especies de oxigeno reactivas (ROS) de forma continua y controlada. Sin embargo, cuando una
alta intensidad de luz se asocia a un déficit hidrico, se produce un exceso de excitacion de los
fotosistemas, asi como una restriccion de la difusion del CO> atmosférico al interior de la hoja en
las regiones lamelares donde abundan los &cidos grasos (aprox. 75% de insaturacion). Ello reduce
la proporcion CO2/O> en el interior del cloroplasto, lo que favorece la foto reduccion de Oz por
el fotosistema I. Como consecuencia, se forman ROS que producen dafios oxidativos en la célula,
produciendo sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBA), significando la formacién de
hidroperoxidos de acidos grasos poliinsaturados, por lo cual la determinacion de malonaldehido
(MDA) es un indicador que evalla el grado de peroxidacién lipidica. Algunas ROS como son,
anion superoxido, peréxido de hidrdgeno, radicales hidroxilos, oxigeno en estado de singlete
reaccionan muy facilmente con las macromoléculas bioldgicas méas importantes, desencadenando
procesos destructivos oxidativos que son capaces de bloguear el metabolismo celular. Se han
detectado cambios en enzimas durante el enrollamiento foliar incrementandose la actividad de
antioxidantes enzimaticos como son catalasa, peroxidasa, superéxido dismutasa, ascorbato
peroxidasa, glutation reductasa y antioxidantes no enzimaticos como glutatién y ascorbato
(Weber et al., 2004).

Tal como se describi6 en la Figura 1, la capacidad de tolerar o resistir al déficit hidrico estriba en
la plasticidad de las reacciones metabdlicas de la planta para limitar o revertir los procesos
complejos de intercomunicacién entre las rutas moleculares y fisioldgicas osmoticas-oxidativas

(Da Silva y de Oliveira, 2014; Gerszberg y Hnatuszko-Konka, 2017). En general se distinguen
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tres etapas en el proceso de estrés abiotico: 1) la etapa de alerta; 2) la etapa de resistencia; y 3) la
etapa exhaustiva de respuesta; aunque una cuarta etapa se ha propuesto como etapa de
regeneracion (Rehem et al., 2012). Es importante definir que estas etapas aplican exclusivamente
a factores de estrés dentro del rango correspondiente de evasién o de falla fisiologica no
reversible. EI mecanismo inicial en todo estrés primario resulta en un dafio celular y en
consecuencia en la activacion del estrés secundario se inician los mecanismos de respuesta para
restaurar la homeostasis celular; asi como, los procesos de proteccion y reparacion del dafio en

proteinas y membranas.

2.1.2. Mecanismos de Defensa al Estrés Hidrico

Las plantas han desarrollado mecanismos de aclimatacion ante el estrés hidrico, cuya respuesta
dependera del tiempo y el nivel de estrés; cuando el estrés hidrico se instaura de manera paulatina,
la planta refleja un menor desarrollo y crecimiento, sobre todo en la expansion foliar que es
sumamente importante, ya que de ella depende la fotosintesis. Entre los cambios a nivel
fisiolégico se encuentra la relacion parte aérea y raiz, debido a que la raiz continda
desarrollandose en busca de agua, mientras deja de crecer la parte foliar (Potters et al., 2007; Shao
et al., 2008). También se activa el cierre estomatico, ya que estos liberan gran cantidad de agua a
la atmosfera. Este, proceso se lleva a cabo cuando las células del meséfilo son afectadas por la
deshidratacion e interviene el &cido abscisico (ABA) como hormona reguladora en el cierre
estomatico, provocando una salida de iones de K* de las células guarda, calculada en 4-8 veces
menos (desde 400-800 mM hasta 100 mM) y de aniones Cl- o malato? en las células guarda
(Roelfsema y Hedrich, 2002).

Hay algunas plantas que realizan modificaciones en su metabolismo para guardar eficientemente
el agua. Estas plantas poseen adaptaciones en su metabolismo C4 y del metabolismo CAM, que
les permite desarrollarse en ambientes mas aridos. En este tipo de metabolismo se genera
acumulacién de CO- en la vacuola para estar en equilibrio con la atmésfera. Asi, hay una
separacion fisica entre el proceso de asimilacion de CO., que se produce en celulas del mesofilo
y la reduccidn de éste a carbohidratos, que tiene lugar en otro tejido especializado (parénquima

perivascular) donde se acumula el COx.
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2.1.2.1. Ajuste osmotico. Es el mecanismo clave mediante el cual las plantas se adaptan a la
reduccion de la disponibilidad de agua. El ajuste osmotico se estudia a través del potencial hidrico
que determina la tendencia para el movimiento neto del agua en un sistema, incluido el biologico.
El potencial osmético es uno de los componentes del potencial hidrico, cuyos valores de medicion
reflejan la pérdida o acumulacion neta de solutos (Misra y Gupta, 2005). A mayor capacidad de
ajuste osmotico, mayor capacidad de las células para mantener la turgencia la cual representa otro
componente del potencial hidrico y es esencial para que se mantengan los procesos de crecimiento
entre otros. Este es un mecanismo importante en la tolerancia a la sequia, porque permite
continuar la expansion celular, ajuste estomético y fotosintético, por lo cual contribuye en el
crecimiento y rendimiento de la planta. Al desarrollarse el estrés hidrico, algunas plantas cuentan
con la maquinaria genética necesaria para llevar a cabo la biosintesis de compuestos de bajo peso
molecular (osmolitos), sin afectar la funcionalidad de macromoléculas celulares (Sairam et al.,
2006).

De manera general, los principales compuestos que participan en el proceso de regulacion
osmotica son azucares solubles, potasio, acidos organicos, cloruros y aminoacidos libres, y este

a su vez es promovido por el desarrollo del estrés.

2.1.2.2. Regulacion osmotica. También conocida como la capacidad de mantener un estado de
homeostasis o equilibrio en los sistemas celulares mediante el ajuste constante ante las
condiciones de cambio internas y externas. Este sistema esta mediado por sensores de los cambios
en el ambiente los cuales se integran en un mecanismo de retroalimentacion para producir una
cascada de respuestas de ajuste en el ambiente interno y asi evitar el desequilibrio o inestabilidad
en las células, los 6rganos y los sistemas de interaccién de la planta. De esta manera, se consideran
mecanismos mediados por estimulos los cuales posteriormente a su percepcién, se traducen en
sefiales mediadas por un receptor, mensajeros y efectores especificos para cada respuesta
biologica. Ante un déficit hidrico, se activa el proceso de osmorregulacion lo que implica el
balance de osmolitos para mantener un equilibrio entre solutos y agua entre los compartimentos
intra e intercelulares los cuales a su vez definen el balance hidrico con el ambiente (Bhargava y
Sawant, 2012). Es un mecanismo crucial de autodefensa en plantas, el cual tiene como funcion

mantener la presion osmotica y reducir la pérdida de agua en respuesta a un estrés hidrico. La
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hormona ABA es la principal involucrada en los mecanismos de cierre de estomas, homeostasis
iGnica, expresion de genes de respuesta a estrés y de otros cambios metabolicos. Las capacidades
de auto-regulacion en las plantas son de respuesta colectiva para la aclimatacion, evasion o
detoxificacion de los factores de estres (Isah, 2019). Concomitante a la regulacion hormonal del
estrés, también se presentan regulaciones epigenéticas en la expresion de las familias de genes
codificantes de proteinas y de activadores enzimaticos de las proteinas involucradas en la sintesis
de moléculas asociadas, entre ellos la metilacion e induccion de modificaciones a nivel de

histonas y otras proteinas clave en la funcionalidad del proceso de sefializacion.

2.1.2.3. Osmolitos. Son solutos organicos biocompatibles de bajo peso molecular que
comprenden a una variedad de compuestos principalmente de carga eléctrica neutra que no
interfieren con las reacciones del metabolismo normal celular (figura 3). Las especies de plantas
tolerantes a estrés hidrico son excelentes acumuladoras de osmolitos en el citoplasma celular (en
las diferentes etapas de desarrollo vegetal) donde cumplen la funcion de equilibrar el balance del
potencial osmotico y la descompesacion tonica de las vacuolas. Dichas propiedades ofrecen la
ventaja de contribuir al mantenimiento de las funciones fisioldgicas y de la actividad celular.
Adicionalmente a la funcién de osmorregulacion, los osmolitos cumplen funciones clave en la
protecciéon de las estructuras subcelulares contra el dafio secundario que se presenta por el
desequilibrio oxidativo y la alta produccion de especies reactivas de oxigeno. Los osmolitos
pueden clasificarse en tres categorias; polioles (azticares como manitol, D-ononitol y D-pinitol),
aminoacidos (prolina y ectoinas), y betainas (compuestos de amonio cuaternario como la glicina
betaina, -alanina betaina, prolina betaina, colina y pipecolato betaina). No obstante, segin su
naturaleza quimica, los osmolitos pueden ser azlcares, azucares alcohol, amino&cidos,
compuestos de amonio cuaternario o compuestos de sulfénico terciario (Slama et al., 2015).
Existe suficiente evidencia sobre los efectos de osmoproteccion que brindan dichos osmolitos
ante estreses hidricos y otros de naturaleza abiotica, por lo cual ante los progresivos cambios
climaticos que afectan la disponibilidad de agua, la salinizacion de suelos y la demanda
evaporativa atmosférica, su estudio se considera de gran interés tanto con el enfoque de
mejoramiento genético de cultivos de importancia alimentaria como para la busqueda de fuentes

de alto contenido por sus beneficios probados por aplicacion exdgena (Tarczynski et al., 1993;
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Heuer, 2003; Garg et al., 2002; Yang y Lu, 2005; Rezahei et al., 2012; Yildizli et al., 2017; Ashraf
y Foolad, 2007; Kahlaoui et al., 2018). Las plantas de mas baja tolerancia a estrés hidrico pueden
acumular naturalmente compuestos osmoprotectores a niveles reducidos o bien acumularlos
intracelularmente en distintos compartimentos segun se demande para mantener la homeostasis
celular. Los osmoprotectores suelen estar confinados al citosol, cloroplastos y otros
compartimentos citoplasmaticos que ocupan el 20% o menos del volumen de células maduras, en

parte también por la elevada actividad metabolica de dichos compartimentos (Takahashi, 2020).
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Figura 3. Estructura molecular de los principales osmolitos con capacidad de
osmoproteccion en plantas. Adaptado de Slama et al. (2015).

2.1.2.4. Pinitol. El pinitol (D-3-O-metil-quiro-inositol), forma parte de los compuestos
osmoprotectores, encontrados en algunas plantas con mecanismos de defensa ante el estrés,
también forma parte de los cilitoles, entre los que se encuentran mioinositol y ononitol (D-4-O-
metil-mioinositol) (Dittrich y Brandl, 1987). EI D-pinitol desempefia un papel en la sequia y el
estrés por alta salinidad, los déficits hidricos inducidos por el calor, el desarrollo embrionario y

la nodulacién (en leguminosas). La biosintesis de D-pinitol (1-D-3-O-metil quiro-inositol)
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comienza con un precursor de glucosa fosfato, que se convierte en mioinositol por la accion de
dos enzimas: mioinositol 1-fosfato sintasa (INPS) y mioinositol monofosfatasa (IMP) (Ishitani et
al., 1996). Luego, el D-pinitol se sintetiza a partir del mioinositol mediante un proceso de
conversion de dos pasos (Dittrich y Brandl, 1987). En el primer paso, la mioinositol
metiltransferasa (IMT) transfiere un grupo metilo de la S-adenosil-L-metionina (SAM) al
mioinositol que produce D-ononitol (1-D-4-O-metilmioinositol). En el segundo paso, el D-
ononitol se convierte en D-pinitol por la accion de una ononitol epimerasa y la desmetilacion de
D-pinitol da lugar a D-quiro-inositol (Ishitani et al., 1996). EI D-ononitol es un intermediario
transitorio y se encuentra en concentraciones muy bajas durante la produccion de D-pinitol
(Streeter, 1985). Los genes IMT se han clonado de varias plantas entre ellas arroz silvestre (Oryza
sativa; OsIMT), soya (Glycine max; GmIMT) y planta de hielo (Mesembryanthemum
crystallinum; McIMT), en las cuales se ha reportado su expresion en respuesta a estrés osmotico
(Ahn, 2011; Vernon et al., 1992). La sobreexpresion de McIMT1 en tabaco y GmIMT en
Arabidopsis incrementaron la tolerancia al estrés hidrico por sequia y salinidad, incrementando
la atencion sobre su funcidn regulatoria (Sengupta et al., 2008). Por otra parte, su funcién se
asocia a la acumulacion de D-pinitol, tal como ocurre en soya en respuesta al estrés por sequia
(Streeter, 1985; Streeter et al., 2001); el D-pinitol es un constituyente comin de leguminosas. De
igual manera, esta funcion coincide con la acumulacion de pinitol en respuesta a estrés salino de
la planta M. crystallinum perteneciente a la misma familia halofita de S. portulacastrum (Paul y
Coockburn, 1989). EI mioinositol y sus derivados son una familia de compuestos que son
cruciales para el desarrollo y la sefializacion en las plantas. Principalmente actian como
mediadores metabolicos o participan en varias vias de sefializacién en respuesta al estrés, las
hormonas y los nutrientes, mediante la regulacién transcripcional de los genes de respuesta a
estimulos. Ademas, los metabolitos y las vias asociadas son tan numerosas como altamente

coordinadas para contribuir a la tolerancia al estrés en las plantas (Valluruy Van den Ende, 2011).

2.1.2.5. Prolina. La prolina se considera un crioprotector y forma parte del grupo de moléculas
clasificadas como osmolitos u osmoprotectores. Su presencia en altas concentraciones es
indicador de tolerancia a estrés, en este sentido, se ha demostrado que incrementa la tolerancia a

congelacion de levaduras y plantas. En plantas los niveles de prolina intracelular pueden
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acumularse en respuesta a estrés ambiental, a concentraciones que superan significativamente su
concentracion fisioldgica natural, demostrando su funcion clave en el proceso de adaptacion-
tolerancia-resistencia (Szabados y Savoure, 2010). Dicha acumulacion es un indicador de la
adaptacion a estrés hidrico por lo que se utiliza como criterio de seleccion de especies con
tolerancia o0 resistencia sobresaliente (Arteaga et al., 2020). La acumulacién vy
compartimentalizacion de prolina permite a las plantas mantener bajos niveles de potencial
hidrico intercelular para favorecer la retencion del agua o bien la absorcion cuando se encuentra
disponible. La prolina cumple funciones en citosol, cloroplastos y mitocondrias, especificamente
en el control de la homeostasis y la modulacion de las funciones de estos organelos ante
condiciones de alto potencial redox. Puede actuar como sefializador molecular de genes
especificos que detonan los procesos de proliferacién o muerte celular; adicionalmente la prolina
cumple funciones en la reduccion de la acidificacion intracelular, como soluto de proteccién de
macromoléculas ante condiciones desnaturalizantes y reservorio energético disponible para las
reacciones de regulacion del potencial redox (Szabados y Savouré, 2010; Kahlaoui et al., 2018).
La aplicacion exdgena en plantas en condicion de estrés hidrico ha mostrado actividad bioldgica
tanto en la prevencion como en la reduccion de los impactos post-estrés; sin embargo, las plantas
sintetizadoras de prolina pueden producirla a partir de glutamato u ornitato, bajo la predominancia
del primero como respuesta al estrés (Delauney y Verma, 1993). El control de la acumulacion de
prolina se realiza por una via de la prolina oxidasa que la convierte en su precursor glutamato. En
tomate, se demostrd la regulacion de la actividad enzimatica del metabolismo de prolina en
respuesta a condiciones variables de estrés hidrico (Fujita et al., 2003).

Los mecanismos moleculares de como la prolina protege a las células durante el estrés no son
totalmente entendidos, pero parecen involucrar sus propiedades quimicas y sus efectos en los
sistemas redox, como el grupo de glutation. La funcion de la prolina en la adaptacion al estrés a
menudo se explica por su propiedad como un osmolito y su capacidad para equilibrar el estrés

hidrico (Delauney y Verma, 1993).

2.1.2.6. Glicina betaina. También conocida como N,N, N-trimetil glicina, es una amina
cuaternaria, aislada por primera vez de la cafia de azlcar, su sintesis ha sido localizada en

cloroplastos (plantas halotolerantes) acumulando grandes cantidades de acuerdo al nivel de estrés
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en plantas, peroxisomas y citoplasma, se dice que en dicotileddneas las sintesis se lleva a cabo en
el cloroplasto, mientras que en monocotiledéneas ocurre en el peroxisoma (Nakamura et al.,
1997; Chen et al., 2008; Mitsuya et al., 2011). La glicina betaina se sintetiza en algunas plantas
superiores y puede ser inducida tanto por estrés hidrico como por estrés salino, por sobreexpresion
de las enzimas colina monooxigenasa (CMO) y betaina aldehido deshidrogenasa (Nakamura et
al., 2001). Se distribuye en todos los 6rganos vegetales en respuesta a condiciones de estrés, pero
principalmente en hojas quiza por el impacto del estrés hidrico en la maquinaria fotosintética.
Algunos factores de influencia en su distribucion son la etapa de desarrollo; tal como se reporta
en cebada (Hordeum vulgare L. Haruna-nijyo) cuya acumulacién fue principalmente en hojas
viejas en asociacion con una activacion de la enzima CMO (Nakamura et al., 1996). Existe una
aparente regulacién asincronica entre la sintesis de glicina betaina foliar y radicular, la raiz tiene
la habilidad de sintetizar glicina betaina, siempre y cuando la expresion de CMO y betaina
aldehido deshidrogenasa sea baja en comparacion con las hojas. Por otro lado, en cafia la betaina
aldehido deshidrogenasa se sintetiza en hojas y raices tanto jévenes como viejas entonces
concluimos que la sintesis de glicina betaina es limitada por la disponibilidad de CMO (Bhuiyan
et al., 2007; Fujiwara et al., 2008; Yamada et al., 2009). Entre las funciones de este osmolito esta
la de contribuir al mantenimiento del volumen celular y la de osmorregulacion celular y/o fuente
de aporte de grupos metilo, a través de reacciones de transmetilacion (Takabe et al., 2006). La
glicina betaina ha demostrado proteger enzimas y membranas, asi como estabilizar complejos
proteina-pigmento de PSII en condiciones de estrés, por lo tanto, ayuda a mantener la actividad
de la fotosintesis (Papageorgiou y Murata, 1995; Ohnishi y Murata 2006; Murata et al., 2007;
Yang et al., 2008). La aplicacion exdgena de glicina betaina promueve la tolerancia al estrés en
numerosas especies de plantas, mejorando subsecuentemente el crecimiento y rendimiento;
cuando se aplica de manera foliar, se absorbe rapidamente, aln si se realizan aplicaciones
dirigidas a raiz. En tomate cv PS, la aplicacion foliar exdgena de glicina betaina a concentracion
de 5y 10 mM en plantas reducidas en frecuencia de riego, presentd un incremento en el nimero,
tamario de las hojas, elongacion de raices, CRA, numero de flores y fruto (Rezaei et al., 2012).

Existe una diversa linea de abordaje de los mecanismos de respuesta al estrés hidrico desde los
ambitos de salinidad, temperatura y sequia. De manera general en la figura 4, se resumen las

distintas respuestas a nivel fisiologico, bioquimico y genético.
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Estrés Hidrico por Sequia

Respuesta Fisiologica

Respuesta Bioquimica

Respuesta Molecular

e Reconocimiento de
sefales radiculares

¢ Pérdida de turgencia 'y
de ajuste osmético

¢ Reduccidn de potencial
hidrico en hojas

e Disminucion de
conductancia estomatica
de CO;

e Reduccion de la
concentracion interna de
CO;

e Caida de fotosintesis
neta

e Reduccion de la tasa de
crecimiento

e Disminucion transitoria en
la eficiencia fotoquimica

¢ Disminucion de la
eficiencia de la Rubisco

e Acumulacion de
metabolitos estrés (acido
monodehidroascoérbico,
glutation, prolina, glicina
betaina, poliaminas y a-
tocoferol

¢ Incremento de enzimas
antioxidativas (superéoxido
dismutasa, catalasa,
ascorbato peroxidasa,
peroxidasa, glutatién
reductasa y
monodehidroascorbato
reductasa)

e Reduccion en la
acumulacién de ROS

e Expresién de genes de
respuesta a estrés

e Incremento de
expresion en genes de
biosintesis de ABA

e Expresion de genes de
respuesta a ABA

o Sintesis de proteinas de
familias especificas
(DSP-proteina de
estrés inducido por
desecacion, LEA-
proteinas tardias de la
embriogénesis, RAB-
proteinas de respuesta
al &cido abscisicoy
dehidrinas)

e Tolerancia a estrés por
sequia

Figura 4. Bases fisiologicas y moleculares de la tolerancia al estrés hidrico.

2.1.3. Inductores de Estrés Hidrico

Para seleccionar in vitro plantas tolerantes a déficit hidrico es necesario simular este tipo de

estrés. Como agentes inductores de estrés a nivel de laboratorio se usan sustancias denominadas

osmoestresantes que al incorporarse a los medios de cultivo disminuyen su potencial osmatico,

retienen las moléculas de agua y dificultan su absorcion por parte de los tejidos vegetales. De esta

manera se puede inducir en las plantas una sequia fisiologica. Algunos ejemplos de sustancias

osmoestresantes son el manitol, sorbitol, sacarosa y polietilenglicol (PEG). De todas ellas, la

ultima es una de las mas empleadas (Rai et al., 2011).

Diversas investigaciones han propuesto el uso de PEG 6000, para la induccion de estrés hidrico,
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en forma de % (P/V); asi como su equivalencia en potencial osmotico (y), expresado en MPa
medidos mediante un osmometro; sin embargo, a falta de éste se puede recurrir al modelo

sugeridos por Michel y Kaufmann (1973), expresado de la siguiente manera:

pS= —(1.18x107%)C — (1.18 x 107 *) C? + (2.67 x 10~*)CT + 8.39 x 1077 C?T

Donde:

@S= Potencial osmético (MPa)

C: Concentracion de PEG 6000 (gKg™* H20)
T: Temperatura (°C)

2.2. Bioestimulante

Este término define a toda sustancia bioguimica o microorganismo que funciona como
sefializador, activador de mecanismos biolégicos, y promotor del desarrollo y crecimiento vegetal
(Sharma et al., 2013; du Jardin, 2015); en consecuencia, confiere a las plantas una tolerancia al
estrés y resistencia a enfermedades (figura 5). Se le conocen también como bioefectores y su uso
se ha difundido ampliamente a escalas comerciales por sus beneficios en el manejo de cultivos
de importancia econdmica, por sus beneficios de promocidn de crecimiento o por sus confirmadas
funciones de proteccion ante las condiciones indeseables del ambiente (Van Oosten et al., 2017).
Algunas investigaciones en el area agricola se han dirigido al incremento en la rentabilidad,
restandole importancia en muchas ocasiones a la calidad del producto y al uso racional de los
recursos naturales. Sin embargo, se ha propiciado un cambio de paradigma donde se privilegian
ademas de la rentabilidad, la calidad de la alimentacién, la produccion sustentable, el

aprovechamiento de los recursos y la restauracion de los suelos (Viscarra-Rossel y Bouma, 2016).
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Figura 5. llustracion de la respuesta a estrés y bioestimulantes en plantas (modificado de
Van Oosten et al., 2017).

2.3. Plantas Halo6fitas

Las plantas extremofilas, en particular las halofitas, ain permanecen en gran parte inexploradas
y subutilizadas a pesar de su alto potencial como fuente de materias primas industriales como
antioxidantes naturales en industrias relacionadas con productos farmacéuticos, cosméticos e
ingredientes funcionales. Los hal6fitos marinos pueden crecer en lugares extremos, como las
marismas, caracterizados por varias restricciones abidticas como alta salinidad, sequia, calor, frio
y luminosidad. Para soportar esas condiciones, estas plantas estan equipadas con potentes
sistemas antioxidantes compuestos por enzimas y metabolitos secundarios altamente bioactivos,
como compuestos fendlicos y alcaloides, con efectos terapéuticos beneficiosos para la salud
humana (Ksouri et al., 2008; Rahman et al., 2021). De manera natural, ademas almacenan
osmolitos de proteccion a las condiciones extremas de baja disponibilidad de agua, pero ademas
para la bioproteccion del aparato fisiologico fotosintético y reproductivo. Se clasifican de manera
amplia en hal6fitas obligadas y haléfitas facultativas. S. portulacrastum o también conocida como
verdolaga de mar, es una halofita facultativa de naturaleza suculenta y utilizada como remediador
de suelos por sus propiedades secuestrantes de metales pesados y compuestos toxicos (Ghnaya et
al., 2005; Ghnaya et al., 2007; Lokhande et al., 2012; Uddin et al., 2020).
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Las plantas halofitas crecen en ambientes inhdspitos a cualquier otra especie vegetal de
importancia alimentaria. En esas condiciones, la concentracion extrema de sales provoca la
acumulacion de niveles de iones de alta toxicidad. Intrinsecamente, esta acumulacion conduce a
anormalidades en la fisiologia de las plantas, principalmente regidas por el dafio oxidativo en los
organelos y compartimentos celulares por la acumulacion de especies reactivas de oxigeno
(ROS). Esto como consecuencia de los desbalances idnicos, afectacion del intercambio gaseoso,

pérdida de homeostasis hidrica y alteraciones en las rutas metabélicas (Rahman et al., 2021).

2.3.1. Procesos Adaptativos en Plantas Haldfitas

El proceso adaptativo de este tipo de plantas, ocurre debido a la coordinacion entre los procesos
fisiologicos, los cambios metabolicos y la expresion de genes, sus estrategias de supervivencia
incluyen mecanismos tales como: exclusion o acumulacién de iones, aperturay cierre de estomas,
compartimentalizacion ionica a nivel celular y de la planta en general, biosintesis de solutos
compatibles y osmoprotectores, cambios en la fotosintesis, activacion de sistemas antioxidantes
enzimaticos y no enzimaticos, e induccion y modulacién de las hormonas vegetales, entre otras
(Gutiérrez-Segura, 2018). La mayoria de las especies de esta familia presentan caracteristicas de
tipo xeromorfico que les permiten desarrollarse en ambientes extremos y cambiantes; incluso
favoreciendo su crecimiento reproductivo que incluye floracion tardia y vitalidad de flores, polen
y semillas; lo anterior como resultado de un proceso adaptativo que les ha permitido optimizar
los mecanismos de nutricion durante el crecimiento vegetativo y la alteracion hormonal (Yuang
et al., 2019). Los mecanismos fisioldgicos asociados a esta adaptacion de hal6fitas se pueden
dividir en los siguientes:

a) La exclusion de sales es un mecanismo de hidro-haléfitas y algunas freatéfitas que poseen la
habilidad de excluir la absorcion de sodio por raices mediante un mecanismo tipo ultrafiltracion
y cuando se absorbe, no se transloca a tejidos vegetativos en crecimiento donde el sistema
fotosintético se encuentra muy activo. Para ello, estan provistas de barreras apoplasticas en las
células de la epidermis y endodermis de raices que obstruyen el flujo masivo de iones durante el

proceso de transpiracion. Aun se dirigen esfuerzos para conocer los mecanismos que regulan la
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ultrafiltracién del sistema radicular, ya que representan una oportunidad para dirigir los
programas de mejoramiento genético a la reduccién del impacto de la salinizacidn de suelos en
la agricultura.

b) La secrecion de sales, este mecanismo particularmente de las recretohal6fitas que consiste en
la eliminacién de sales por la via de exudacion de glandulas especializadas (glandulas de sal)
presentes en las hojas y tricomas, de esta manera mantienen un estado de regulacion de la
homeostasis ionica celular. Las glandulas de sal son células que estan rodeadas de cuticulas
engrosadas provistas de un gran nimero de plasmodesmos y mitocondrias, pero sin presencia de
cloroplastos. Algunos iones secretados por las glandulas de sal son Na*, K*, Ca*?, Mg*?, Fe*?,
Mn*2, Zn*2, CI, Br, I, SO42, PO4s3 y NO3, dependiendo del ambiente. Si bien, los tejidos con
glandulas de sal pueden sufrir toxicidad derivada de los cristales de sal que se secretan en la
superficie de los brotes, en otro enfoque puede representar parte del mecanismo de secrecion y
recirculacién ya que el desprendimiento de los tejidos muertos o viejos retorna las sales al suelo.
c) La suculencia, es otro mecanismo de regulacion homeostatica de halofitas y se considera la
principal estrategia de las plantas de la familia Aizoaceae. Desde el enfoque de evasion, este
mecanismo contrarresta la concentracion total de iones en el protoplasma con el incremento
progresivo de retencion de K+, iones que coexisten con osmolitos de proteccién como prolina,
glicina betaina e inositoles, entre otros (Cuadro 2). Esa capacidad esta presente principalmente
en las células de parénquima las cuales utilizan un mecanismo de reduccion de la actividad de los
canales de vacuolas ante la exposicion a los ambientes salinos. La retencién superior de K* se
encuentra mas asociada a una actividad de inactivacion de radicales libres por mecanismos de la
ruta antioxidativa no-enzimética lo que hace posible la evasion del dafio por la acumulacion por
secuestracion de sodio en las vacuolas de células de parénguima. Otras plantas halofitas que
comparten este mecanismo son Salsola drummondii, Achras sapota y Sarcocornia fruticosa
(Zeng et al., 2018; Rahman et al., 2021).

d) Otros mecanismos individuales o concomitantes son el ajuste osmético, los cambios en rutas
fotosintéticas, redistribucion generalizada de sales, simbiosis microbianas, entre otros
mecanismos en descubrimiento y evolucién (Sairam et al., 2006; Ma et al., 2020; Rahman et al.,
2021).
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Cuadro 2. Distribucién de osmolitos reportados en familias de haléfitas entre las plantas
angiospermas. Adaptado de Slama et al. (2015).

Orden Familia Osmolitos
Monocotyledoneae
Poales Cyperaceae Sacarosa
Juncaceae Sacarosa*
Poaceae Sacarosa*, prolina*, bajo nivel de glicina betaina

Dicotyledoneae
Alismatales

Asterales
Brassicales

Caryophyllales

Fagales
Lamiales
Malpighiales

Myrtales

Plantaginales
Rosales

Solanales

Cymodoceaeceae
Juncaginaceae
Posidoniaceae
Zosteraceae

Asteraceae
Brassicaceae

Aizoaceae
Amaranthaceae

Frankeniaceae
Plumbaginaceae

Portulaceae
Casuarinaceae
Acanthaceae

Rhizophoraceae

Combretaceae
Myrtaceae

Plantaginaceae
Fabaceae

Solanaceae

Prolina, glicina, inositol

Prolina, pipecolato, fructosa, maltosa, sacarosa
Prolina, glicina, sacarosa

Prolina, sacarosa

Prolina, glicina betaina, mio-inositol, sacarosa
Prolina*, sacarosa*

Prolina*, mio-inositol, ononitol, pinitol, glicina betaina

Glicina betaina* o prolina, compuestos "onio" metilados (amonio y
sulfonio)*, azlcares

Glicina betaina

B-Alanina betaina*, colina-O-sulfato*, prolina, pipecolato, sacarosa,
glicina betaina en pocas especies

Prolina

Prolina
Glicina betaina

Prolina, sacarosa

Manitol
Prolina (analogos), prolina metilada

Sorbitol*, prolina, ramnosa
Prolina, glicina betaina, pinitol, az(cares

Glicina betaina

* Osmolitos predominantes en la familia correspondiente.

2.4. Sesuvium portulacastrum

Sesuvium portulacastrum, es una especie vegetal de la familia Aizoaceae, usualmente crece en

ambientes salinos como playas, manglares, dunas y marismas. Es una planta suculenta, haléfita

facultativa, crece en ambientes con baja y alta concentracion de sales, de crecimiento perenne,
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naturaleza rastrera, produce rizomas en forma de yemas adventicias en la region nodal de los
tallos subterraneos, desarrolla hojas simples de estructura suculenta y de estomas paraciticos
(figura 6). La planta produce durante todo el afio flores de color rosa a purpura y muy rara vez
blancas, sus frutos son circuncidados (capsula) conteniendo pequefias semillas lisas de color
negro, cada fruto produce 50 semillas por capsula (Lonard y Judd, 1997; Lokhande et al., 2009;
Luettge et al., 1989). Variaciones en la cantidad de luz, temperatura y salinidad causan una pobre

germinacion por eso el método de propagacion es por estolones (Martinez et al., 1992).

3
t
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Figura 6. Sesuvium portulacastrum o verdolaga de playa: a) planta rastrera; b) flor, hojas,
estolones y rizomas; c) semillas.

Los datos emergentes sobre la adaptabilidad de las plantas expuestas a varios factores abioticos
revelan que S. portulacastrum mantiene su crecimiento mediante el secuestro de iones salinos y
metales pesados en las vacuolas para mantener el equilibrio osmético entre la vacuola y el
citoplasma (Messedi et al., 2004; Ghnaya et al., 2005; Ghnaya et al., 2007; Ramani et al., 2006;
Moseki y Buru 2010). Se ha logrado destacar su importancia en la desalinizacién, fitoremediacion
y proteccidn al ambiente, mediante el conocimiento de los mecanismos del comportamiento
haléfito, asi como la sefializacion metabdlica para el manejo del estrés.

Las plantas de la familia Aizoaceae acumulan gran cantidad de prolina y aminoacidos a menudo

contribuyen a osmoproteccién, cuando se exponen a estrés osmatico. En comparacién con otras
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plantas S. portulacastrum aparecié como un alto acumulador de prolina, con niveles que alcanzan
300 mmol g hoja, base seca (Slama et al., 2006). En adicion a la produccion de prolina a una
mayor salinidad también provoca una mayor acumulacion de glicina betaina (Lokhande et al.,
2010).

En un estudio realizado en S. portulacastrum los niveles de prolina y pinitol aumentaron
considerablemente en la estacion seca, los valores medidos fueron para prolina de 5 a 53 mol m-
3 y pinitol de 9 a 58 mol m= en tiempo de lluvia y seco, respectivamente (Luettge et al., 1989).
A partir de la glucosa-6-fosfato, se obtiene mionositol y, este funciona como precursor de pinitol
(Vernon et al., 1992). La aplicacion exdgena de mioinositol de origen sintético via foliar en
Capsicum annuum sometido a sequia, demostré su potencial como inductor de tolerancia a dicho
estrés (Yildizli et al., 2017). Las condiciones experimentales de prueba fue la comparacion de la
acumulacién de indicadores de dafio del estrés (fisicos, quimicos y bioquimicos) en plantas testigo
absoluto no expuestas a sequia (riego diario) vs plantas con 7 dias sin riego (testigo) sin y con
tratamiento a tres dosis de mioinositol (5, 15, 25 uM). Las plantas tratadas a dosis de 15y 25 uM
presentaron un claro efecto sobre los indicadores de dafio (H202, dafio en membrana, prolinay la
actividad de catalasa). Adicionalmente, otros indicadores favorecidos, fueron el contenido
relativo de agua y la movilidad de calcio, por lo que los autores plantearon la hipétesis de que la
aplicacion exdgena de mioinositol es una alternativa para reducir el dafio por estrés hidrico en
plantas, asi como plantean la necesidad de estudios posteriores para una mejor comprension de la

ruta de sefializacion que induce la produccion de osmoprotectantes bajo la condicion descrita.

2.5. El Cultivo de Tomate

El tomate (Solanum lycopersicum) es una planta dicotiledonea perteneciente a la familia de las
Solanaceas, género Solanum cuya importancia economica reside en su aportacion nutricional,
econdmica y cultural en varias regiones del mundo. Es originaria del continente americano y
México, es el principal productor a nivel mundial con una produccion de tomates rojos (jitomates)
estimada para el 2021 de 3,409,224 ton y una superficie sembrada de 23,333 ha (datos abiertos
SIAP). Los estados de mayor produccion en México son Sinaloa, Sonora y Michoacan, este
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altimo con un incremento notable del afio 2020 al 2021. Sinaloa encabez6 la produccion de las
entidades federativas con un 60% de la produccién nacional cuyas variaciones en volumen de
cosecha estan asociadas a la estacionalidad de las siembras. Derivado de lo anterior, el sistema
productivo del tomate en Sinaloa representa una gran fuente de empleo y en consecuencia, influye
en la economia a los distintos niveles de la cadena. No obstante, la agricultura de Sinaloa atraviesa
recurrentemente por eventos climatoldgicos desde leves hasta extremos que comprometen la
actividad productiva del estado. Tal es el caso de la reduccion en la disponibilidad de agua que
presiona por alternativas sustentables de produccion de alimentos; a esta condicion de escasez de
agua, se le suman problemas de gestion del recurso y de baja eficiencia en los sistemas de riego
convencionales (I1ICA, 2015).

El tomate es la principal hortaliza cultivada, tanto a cielo abierto como bajo condiciones
protegidas (malla sombra e invernadero), en todo el mundo. Aunque, la produccion bajo
invernadero tiene varias ventajas sobre la produccion a campo abierto: Mayor eficiencia en el uso
de agua, tierra y fertilizantes, ampliacion y ajuste de la temporada de siembra y cosecha, de
acuerdo con la demanda del mercado. Al tener un mejor control en las variables ambientales y
agronémicas, la produccién en ambientes controlados favorece una mejora en la calidad y
cantidad del producto a la obtenida bajo sistemas de produccién abierto (Flores et al., 2007). La
crisis del agua es un problema latente en la agricultura, por lo que se requiere la innovacion de
los sistemas hidricos y de la gestion de un uso eficiente, por lo que este recurso se ha convertido
en una gran limitante en la produccion sostenible de alimentos (Rijsberman, 2006). El agua de
riego para el cultivo de tomate varia en funcién de las regiones ecogeogréaficas, variedad del
cultivo, estructura y capacidad de retencién de humedad del suelo (Floreset al., 2007). La
eficiencia del riego y del uso racional del agua son prioridad en la produccion agricola y en el
cuidado del medio ambiente, aunado a la creciente escasez de este recurso natural (Dinar, 2016).
Ante esta problematica se ha recurrido a diversas estrategias para mejorar la eficiencia del riego,
como el riego deficitario, el riego parcial de raiz y el uso de sustancias con actividad
antitranspirante para reducir la pérdida por evapotranspiracion de las estructuras vegetativas de
los cultivos. En el cultivo de tomate el riego deficitario tiene un costo-beneficio ya que reduce el
rendimiento de fruta, pero por otra parte aumenta significativamente algunos aspectos de calidad
como los sélidos solubles totales, la vitamina C y los acidos organicos del fruto; ademas en

contraparte permite un uso eficiente del recurso hidrico (Tamayo-Ruiz et al., 2020). Estas
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condicionantes en disyuntiva, requieren de un analisis mas profundo en cuanto a seguridad
alimentaria y medio ambiente.

El cultivo del tomate es susceptible a afectaciones causadas por factores abidticos y bioticos, entre
los primeros los que conducen a las plantas a diferentes niveles de estrés como los desérdenes
fisiologicos causados por bajas temperaturas, suelos salinos y déficit hidrico. La susceptibilidad
de los cultivos difiere en su etapa vegetativa, reproductiva y en la fruta posterior a la cosecha; el
cultivo del tomate es diferencialmente susceptible a ambientes no favorables; es susceptible a
heladas, medianamente tolerante a calor y salinidad, pero de baja tolerancia a la sequia, pese a
que posee mecanismos de defensa. No obstante, cuando las condiciones sobrepasan los umbrales
de tolerancia, el cultivo presenta desde afectaciones leves hasta severas. Los esfuerzos de
mejoramiento genético a través de estrategias transgénicas con la insercién de genes como la
secuencia codificante del disacarido trehalosa TPS1 (treaholosa-6-fosfato sintasa) de
Saccharomyces cerevisiae (Cortina y Culiafiez-Macia, 2005), que sintetiza la enzima trealosa-6-
fosfato sintasa, asi como la aplicacién exdgena de osmolitos como lo son glicina betaina a una
concentracion de 5 a 10 mM, aumentando el contenido relativo de agua en las hojas, asi como el
incremento de hojas, numero de flores y rendimiento (peso y talla) de fruto (Rezaei, 2012).
Segun Ragab et al. (2018), las plantas de tomate no acumulan de manera natural glicina betaina,
ya que carecen de la ruta biosintética para dicho osmolito. Esta condicién de la especie fue
planteada por Yang y Lu (2005) como una ventaja ya que puede utilizarse la aplicacion exdgena
de glicina betaina para evaluar su posible utilidad como inductor de tolerancia al estrés. Se
cuentan con reportes controversiales alrededor de la funcion inductora de tolerancia de la glicina
betaina, no obstante, en tomate tuvo un efecto de induccion de tolerancia a condiciones de estrés
hidrico (salinidad y sequia), tal como lo reportan (Makela et al., 1998ab; Heuer, 2003). No
obstante, reportan que la concentracion umbral de efecto positivo es de 100 mM, ya que dosis
superiores, causaron toxicidad en planta (quemaduras de hoja). Ragab et al. (2018) investigaron
la efectividad de la aplicacion foliar de 4 dosis (0, 5, 10 y 20 mM) de glicina betaina para reducir
el estrés hidrico de plantas de tomate hibrido “Marwa” cultivadas en suelo arenoso y campo
abierto con eficiencia hidrica de 100, 85, 70 y 55% de ETo (evapotranspiracion de referencia de
una estacion climatica). En dicho estudio se report6 que la reduccion en la disponibilidad hidrica
redujo significativamente el crecimiento vegetativo, los pigmentos fotosintéticos (carotenoides,

clorofilas a y b) el contenido relativo de agua en tejido foliar, el nimero de flores y frutos por
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planta. No obstante, las aplicaciones exdgenas de glicina betaina redujeron el efecto negativo del
estrés hidrico, principalmente la dosis de 10 mM la cual puede ser una estrategia para subsanar la
influencia de reducir el 15% de la suficiencia hidrica (85% ETo).

Por lo anterior, se planted el presente trabajo de investigacion, donde se utilizaron plantas de
tomate como modelo de estudio de las propiedades de extractos de Sesuvium portulacastrum
aplicados exdgenamente via foliar como inductor de respuestas bioquimicas de tolerancia a

condiciones simuladas de estrés por sequia.
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3. HIPOTESIS

1. El extracto de Sesuvium portulacastrum acumula el metabolito osmoprotector D-pinitol.

2. Plantas de tomate en etapa vegetativa presentan una condicion de respuesta fisiolégica cuando
se induce estrés hidrico mediante el uso de PEG 6000.

3. La aplicacion foliar de extracto de S. portulacastrum presenta propiedades de induccion

fisiolégica para reducir el efecto del estrés hidrico en plantas de tomate (Solanum
lycopersicum) en alguna de las dosis evaluadas.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Evaluar el efecto osmorregulador de la aspersion foliar de extractos de Sesuvium portulacastrum
L. a diferente concentracion de pinitol, en plantas de tomate (Solanum lycopersicon) sometidas a

condiciones de estrés hidrico.

4.2. Objetivos Especificos

1. Identificar los compuestos con potencial actividad de bioestimulacion osmorregulatoria de
colectas de plantas de Sesuvium portulacastrum L. mediante el barrido GC/MS.

2. Cuantificar la concentracion de osmolitos de importancia biol6gica de extractos de Sesuvium
portulacastrum L. y su capacidad de osmorregulacion de plantas sometidas a estrés hidrico.

3. Evaluar el efecto de la induccion de estrés hidrico en tomate y la dosis de aplicacion foliar
de extractos de Sesuvium portulacastrum L. en la respuesta fisioldgica de variables como
acumulacion de clorofila, prolina y &cido abscisico.

4. Valorar el uso potencial de Sesuvium portulacastrum L. como bioestimulante de la fisiologia

vegetal de tomate sometido a estrés hidrico.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Localizacion del Areas de Colecta de Sesuvium portulacatrum L.

La localizacion geogréafica de los puntos de colecta de material de S. portulacastrum L. (hojas,
estolones y raiz) se establecié en 2 diferentes zonas costeras del estado de Sinaloa identificadas
como Buenavista, Guasave y Nuevo Altata, Navolato Sinaloa. La elecciéon de los puntos de
muestreo se fundament6 en: la existencia de dunas y marismas y la presencia predominante de la
especie invasora. Con estas consideraciones, se eligieron dos localidades, cuya localizacion
georreferenciaday la vista en Google Maps se pueden observar a detalle en la figura 7. Se detallan

ademas las condiciones ambientales promedio de ambas localidades en el cuadro 3.

Google

Figura 7. Localizacion geogréfica de los puntosde colecta A) Buenavista, Guasave, Sinaloa. B)
Nuevo Altata, Navolato, Sinaloa.
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Cuadro 3. Condiciones ambientales imperantes al momento de la colecta.

Condicion Buenavista, Guasave Nuevo Altata, Navolato

Tipo de suelo Regosol, Litosol, Yermosol Regosol

Temperatura II\\II;X 33 '.3 ; :C M. 2830 :C
in. 22-24 °C Min. 22-26 °C
Sensacion térmica 37°C 29 °C
Humedad Relativa 46 % 82 %
Veloeidadidel 19 Km/h 16 Km/h

viento

Las muestras obtenidas se estudiaron en el laboratorio de Bioquimica Vegetal ubicado en el
Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo, A.C. (CIAD). A la recepcion, se retird la
tierra-arena residual de la cosecha, se realizé un lavado con jabén y un enjuague abundante con
agua potable. Se dejo a secar por escurrimiento sobre papel absorbente y se guardaron
submuestras de 200 g de tejido vegetal en bolsas plasticas para posteriormente, resguardar una
parte del material en congelacion a -40 °C y otra en refrigeracion de 4° C a 12° C para su uso

posterior.

5.2. Preparacion de Extracto de S. portulacastrum

Se preparo6 el extracto de S. portulacastrum con una solucion de acido lactico 1.5% en etanol 3%
(v/v). Se realizaron pruebas preliminares para obtener la proporcion masa:volumen mas adecuada
para hacer el proceso de extraccion factible y practico, se seleccion6 la proporcion 1:5 (w/v) como
la mas adecuada en términos de fluidez en la filtracion (datos no mostrados). El uso de etanol y
acido lactico como co-diluyentes se seleccionaron con base en una prueba de extractabilidad de

solidos durante 4 horas de proceso de extraccion. Por la naturaleza de los so6lidos esperados para
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el arrastre en la extraccién, la eficiencia del uso de co-diluyentes se determiné mediante la
medicién gravimétrica de sélidos disueltos totales (SDT) y espectrofotométrica de los azlcares
totales (AT) por el método de antrona (Yemm y Willis, 1954). La preparacién del extracto se
realizé a partir de 50 g de biomasa completa S. portulacastrum y 200 mL de cada solucion de
extraccion correspondiente, se realizé una molienda mecénica con una licuadora industrial marca
Waring Blender 7010G Modelo WF2211212, en 2 intervalos de 1 min cada uno. Se tomaron
muestras a los tiempos 0, 1, 2, 3y 4 h para construir la cinética de extraccion y determinar las
horas de proceso con mayor arrastre de solidos. La cuantificacion de los indicadores de eficiencia
de extraccion se realizé sobre muestras filtradas con papel filtro whatman no. 1y se almacenaron

en refrigeracion a 4°C hasta su analisis.

5.2.1. Eficiencia de Extraccion

Para la medicion de SDT, se colocaron charolas de aluminio en el horno a 105 °C durante 24 h
hasta peso constante, posteriormente después de este tiempo, se tomaron las muestras
refrigeradas, se ambientaron a 25 °C, para posteriormente agitarlas vigorosamente vy
centrifugarlas a 5000xg durante 10 min a 25 °C. Se pesaron 2 mL del sobrenadante en las charolas
(secas y debidamente taradas como corresponde a un ensayo gravimétrico), se seco a 60 °C
durante 24 h en el horno, se enfrid y registro el peso el cual primeramente se corrigio el con peso
del mismo volumen de solucién extractante y posteriormente se convirtié en % mediante el
algoritmo descrito por el APHA (2012).

peso seco—peso constante*x100

%SDT =

peso muestra liquida

Los AT se midieron por el método de antrona descrito por Yemm y Willis (1954). Se tomaron
las muestras refrigeradas, se ambientaron a 25 °C, para posteriormente agitarlas vigorosamente y

centrifugarlas a 5000xg durante 10 min a 25 °C, se tomaron 20 pL de sobrenadante y completd
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el volumen a 500 pL con agua destilada en un tubo de ensayo, se afiadié 1 mL de solucion de
antrona al 0.2% en acido sulfarico, se colocaron los tubos en bafio maria a 100 °C durante 15
min, posteriormente se dejaron enfriar en una campana de extraccion. Se midio la absorbancia a
620 nm, en un espectrofotometro de UV-visible (Cary 60, Agilent), para la cuantificacion se
realiz6 simultaneamente una curva de calibracion de 0 a 80 g con un estandar de glucosa (Sigma
®).

5.2.2. Prueba de Fitotoxicidad del Extracto de S. portulacastrum L.

Se realizo previo al establecimiento del experimento en plantas de tomate Cuauhtémoc (Harris
Moran) en etapa productiva cultivadas en invernadero. Se aplicaron diferentes dosis de extracto
de S. portulacastrum por via foliar. La proporcidn de extracto en las soluciones de aspersion foliar
utilizadas fueron de 100, 200, 300, 400, 500 y 600 mL/L cada una por triplicado a cobertura total
de las plantas y las evaluaciones del dafio se hicieron a los 3 dias posteriores a la aplicacion. Para
evaluar el efecto tdxico se utilizo la siguiente escala de fitotoxicidad del Consejo Europeo de
Investigaciones en Malezas (European Weed Research Council o EWRC, por sus siglas en
inglés).
Escala EWRC para tolerancia de las plantas:

1 No hay efecto

2 Efectos muy leves: algun retraso y amarillamiento apenas visible

3  Efectos leves: retraso y amarillamiento obvios; efectos reversibles

4 Clorosis substancial y/o retraso: muchos efectos probablemente reversibles

5 Fuerte clorosis/retraso; adelgazamiento de tallo

6-8 Incremento gradual severidad del dafio

9 Todas las plantas muertas
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5.2.3. Identificacion de Componentes por Barrido Cromatografico GC/MS

Con la finalidad de identificar ciclitoles y asignarles identidad en el extracto de S. portulacastrum,
se realizd un barrido espectral utilizando un cromatdgrafo de gases Agilent 7890B con analizador
de trampa de iones (GC-1T/MS), con puerto de inyeccion split/splitless y columna capilar DB-17
MS de 30 m x 0.25 mm x pm, bajo las siguientes condiciones: 250°C de temperatura de inyector,
100 - 300°C de temperatura de horno, 250°C y helio como gas cargador a un flujo de 1.0 pL min
1 en modo pulsed splitless. Los espectros de masas se obtuvieron mediante el software MS
Workstation version 6.5 y comparados con la biblioteca del equipo (NIST 2011b Mass Spectral
Library usando la busqueda NIST MS, o la probabilidad basada en el formato de busqueda por
coincidencia como parte de tecnologias Agilent estacion de trabajo MS Software Version 7.0.1).

5.2.4. Cuantificacion del Osmolito Pinitol en Extracto

La cuantificacion de ciclitoles de importancia bioldgica (mioinositol, ononitol y pinitol), se basé
en el pinitol identificado y cuantificado como base para la preparacion de las soluciones y dosis
de estudio. El ensayo se realiz6 por cromatografia de gases con el método de derivatizacion a
acetatos de alditol de Albersheim et al. (1967), que consistié en la hidrélisis de la muestra con
500 pL de acido trifluoroacético (2 N conteniendo 50 pg de mioinositol como estandar interno,
toda vez que no se detecto dicho ciclitol en el extracto) durante 1 h a 121 °C, posteriormente se
elimind el TFA por evaporacion con metanol; se inici6 la derivatizacion con una reaccién de
reduccion con 150 uL NaBH4 (20 mg mL™* en NH,OH 1N) y una posterior acetilacion con 200
pL anhidrido acético y 20 pL de 1-metilimidazol como catalizador. El material derivatizado se
lavd consecutivamente con agua:cloroformo y por separacion de fases se recuperé la fase de
solvente, se evapor0 y los acetatos de alditol se resuspendieron en acetona para su inyeccién en
un cromatografo de gases Agilent 7890B, equipado con detector FID, columna capilar DB-23 de
30 m x 0.25 mm y helio como gas acarreador. La integracion de areas se realizo con el software
MS Workstation version 6.5 (SP1) y el calculo de la concentracion se realizo a partir de una curva
de estandar de pinitol.
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5.3. Material Vegetal

Se utilizaron semillas de tomate (Solanum lycopersicum L.) variedad Tisey DRD 8551 de
(Seminis Seeds), se germinaron en charolas de germinacion de 338 cavidades, utilizando como
sustrato peak most y vermiculita. Las charolas se irrigaron a capacidad de campo y se colocaran
en oscuridad durante 72 h, posteriormente a las 8 semanas post germinacion, las plantulas se
trasplantaron previo lavado de raices para retirar el sustrato, a macetas de unicel No. 60
(capacidad de 1774 mL) a las que se afiadieron 1000 mL de solucion nutritiva Stainer al 25% con
pH 5.6 % ajustado con acido sulfarico al 50% (cuadro 4).

Previo al experimento, las plantas se mantuvieron en el laboratorio de Bioquimica Vegetal a una
temperatura promedio de 25° C, humedad relativa de 60%, luz blanca controlada mediante
lamparas led (60W, 5000K), ciclos de luz/oscuridad de 12 h/12 h y una distribucion homogénea
de la luz determinada con un medidor de luz PAR. Estas condiciones se mantuvieron durante las
5 semanas posteriores a la germinacion y los requerimientos nutricionales de las plantas en
crecimiento se suplieron con cambios de la solucion nutritiva cada dos dias a las 11:00 AM,
misma que semanalmente fue aumentando en concentracion con intervalos de 10% hasta alcanzar
una proporcion de 60%. Durante ese periodo que fue de 63 dias, se consider6 que las plantas se

encontraban aclimatadas y listas para los experimentos de induccién de estrés hidrico.

Cuadro 4. Composicidn de la solucién nutritiva Steiner al 100% para un volumen de 200 L.

Compuesto Formula Cantidad (g)
Nitrato de calcio Ca(NOs3)2 194
Nitrato de potasio KNOs 55
Sulfato de potasio K2SO4 60.22
Fosfato de potasio KH2PO4 40.98
Sulfato de magnesio MgSO, 97.22
Fe 0.6
Mn 0.28
. Zn 0.056
Microelementos quelatados (Tradecorp AZ) B 0.052
Cu 0.0224
Mo 0.024
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5.3.1. Induccién de Estrés Hidrico con Polietilenglicol

Se utilizo polietilenglicol 6000 (PEG 6000) para simular condiciones de estrés hidrico, tal como
fue previamente reportado por las respuestas fisiologicas y bioquimicas analogas al estrés hidrico
por sus propiedades de absorcion de agua (Kumar et al., 2011). Para este fin y con base en la
revision de literatura, se consideré un valor de potencial osmotico (Ws) de -0.7 MPa como
inductor de estrés hidrico el cual se alcanzo con 244 g de PEG 6000 por L™ de H20 segun la

ecuacion de Michel y Kaufmann (1973).

ws= -(1.18 x 10%)C-(1.18x10*)C? + (2.67 x 10*)CT+(8.39 x 107")C?T

Donde:

ys: Potencial osmotico (Mpa)

C: Concentracion de PEG-6000 (g Kg™* H20)

T: Temperatura (°C)

PEG 6000 Equivalente a un potencial osmotico de y=-0.70 MPa para 16 L de solucion nutritiva.
Volumen por maceta (1 L*)
Temperatura 25°C
244 g de PEG por L =3.904 Kg

* El agua se sustituyo por la solucidn nutritiva Steiner al 25%. Los tratamientos inducidos a estrés

osmoético de -0.70 MPa se indican como PEG.

5.3.2. Aplicacion Foliar de Extracto de S. portulacastrum

Los tratamientos consistieron en la aplicacion foliar del extracto de S. portulacastrum cuyo ajuste

en la concentracion fue con base en el contenido de pinitol tomando de base el antecedente de
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uso de su precursor mioinositol (Yildizli et al., 2017). Segun el volumen promedio de aspersion
por planta (8.88 mL), las dosis efectivas de aplicacion fueron de O (testigo), 0.15 (baja), 0.30
(media) y 0.45 umol (alta) de pinitol por planta equivalentes a la aspersion de soluciones de O,

17, 34 y 51 uM, respectivamente.

5.4. Disefio del Experimento

Las condiciones de aclimatacion, crecimiento y arreglo de los tratamientos se muestran en la
figura 8. El experimento se mantuvo en las condiciones controladas y homogéneas de luz,
temperaturay humedad relativa previamente descritas. Las plantas se distribuyeron en 15 macetas
de 8 plantas cada una; 3 macetas para cada uno de los siguientes tratamientos:
a) Testigo: Sin induccion de estrés hidrico (solucion nutritiva Steiner) y asperjado con solo
solucion de extraccion con 0 pmol de pinitol.
b) Testigo PEG: Estrés hidrico inducido (-0.70 MPa) y asperjado con solo solucién de
extraccion con 0 umol de pinitol.
c) 0.15 pumol: Estrés hidrico inducido (-0.70 MPa) y asperjado con dosis baja de extracto de
S. portulacastrum equivalentes a 0.15 pmol de pinitol.
d) 0.3 umol: Estrés hidrico inducido (-0.70 MPa) y asperjado con dosis media de extracto de
S. portulacastrum equivalentes a 0.3 umol de pinitol.
e) 0.45 umol: Estrés hidrico inducido (-0.70 MPa) y asperjado con dosis alta de extracto de

S. portulacastrum equivalentes a 0.45 pmol de pinitol.

Las plantas se mantuvieron en un estante con tres niveles previamente ajustados a la misma
intensidad de luz y en cada nivel se aleatoriz6 el orden de acomodo de los tratamientos.
Diariamente se utilizaron dos plantas por maceta para un total de 6 plantas muestreadas por cada

tratamiento durante 3 dias post-induccion del estrés hidrico.
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Figura 8. Arreglo ﬁétribuéién de macetas con plantulas de tomate tratadas con diferentes
dosis de extracto de S. portulacastrum. Imagen tomada el 14 de octubre del 2020.

5.5. Determinacion de Contenido Relativo de Agua (CRA)

De las plantas colectadas se disectaron hojas y rapidamente se cortaron 9 discos de tejido, con la
ayuda de un sacabocado de 8 mm de didmetro, se pesaron individualmente para obtener el peso
fresco (PF), posteriormente se sumergieron en 10 mL de agua destilada a 4°C, contenida en una
caja con 6 pocillos, esta se colocé dentro de una caja para protegerlas de la luz, se mantuvieron a
4°C durante 4 h, después se retiraron los discos del agua y se secé el exceso de humedad con
ayuda de una toalla de papel, se pesé nuevamente para obtener el peso turgente (PT), se colocaron
los discos en un horno de secado durante 1 h a 90°C y después de este tiempo se pesaron
nuevamente para determinar el peso seco (PS) para la obtencion de las variables de calculo del

CRA con la ecuacion de Barrs (1962) siguiente:

_ (PF —PS)

CRA=———~
(PT — PS)

X100
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5.6. Determinacion del Contenido de Materia Seca

Se tomaron muestras de las hojas, se pesaron individualmente para obtener el peso fresco (PF),
posteriormente se colocaron dentro de un horno de secado durante 1 h a 90°C para obtener el peso
seco (PS). Se calculé la materia seca con la ecuacion siguiente:

, (PF — PS)
% Materia seca = (P—F)X100

5.7. Determinacion de Clorofila

Se recolectaron las hojas del quinto peciolo y se colocaron 200 mg, en tubos de 15 mL, se
congelaron con nitrégeno liquido, se almacenaron en un ultracongelador a -80°C hasta su
utilizacion. Para el analisis, se utilizd la metodologia descrita por Sbartai et al. (2012).
Brevemente, a los tubos conteniendo la muestra congelada se afiadieron 2 mL de acetona al 80%
fria y con un homogeneizador de tejidos se hicieron extracciones sucesivas. Se filtrd entre
extracciones con ayuda de una bomba de vacio, utilizando papel filtro whatman no.5, los filtrados
se reunieron, homogenizaron y se mantuvieron en bafio de hielo para prevenir la oxidacion.
Finalmente se tomaron las lecturas de absorbancia (DO) a 645 y 663 nm en un espectofotometro
UV- visible marca Agilent, modelo Cary 60. El calculo de la concentracién de clorofilaay b se
hizo mediante las siguientes ecuaciones
Clorofilaa=12.70 x DO (663) — 2.69 x DO (645)
Clorofila b =22.90 x DO (645) — 4.60 x DO (663)
Concentracion clorofila (mg g*) = Clorofila a x V/(P x 1000)
Donde:
V = Volumen final de extracto
P = Peso de muestra

1000 = Conversion de pg a mg
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5.8 Determinacion de Prolina Libre y Acido Abscisico

El método utilizado fue una combinacion del método de extraccién recomendado por Carrillo et

al. (2008) para prolina, con la recomendada por Lei et al. (2016) para acido abscisico. La

cuantificacion se realizo a partir de 200 mg de material fresco se extraen en frio con 2 mL de

etanol:agua (40:60 v/v). La mezcla se reposO durante la noche a 4°C (refrigerador) y

posteriormente centrifugd a 14000xg (5 min). No se consideré una segunda extraccion sobre el

material sélido debido a que se obtuvieron recuperaciones > 90%. Los extractos se almacenaron

a -20°C y diluyeron en fase movil para el analisis por LC-MS/MS.

Los estandares y las muestras se inyectaron de forma automatica a través de un sistema Sample

Manager — FTN Acquity de Waters a un UPLC Acquity serie H al sistema de espectrometria de

masas Xevo TQS bajo las condiciones reportadas en el cuadro 5.

Cuadro 5. Condiciones cromatograficas para la separacion y cuantificacion de prolina y acido

abscisico.

CONDICIONES LC-MS

Modo de ionizacion:
Voltaje del capilar:

lon Counting thr
Temperatura de desolvatacion:
Flujo del gas de desolvatacion

Temperatura de la fuente:
Flujo del gas del cono:
Flujo del gas de colision:

Columna:

Fase movil A:

Fase mévil B:

Temperatura de la columna:

Flujo de la fase movil:
Volumen de inyeccion:

ESI(+/-)
3.0kV
40

400 °C
600 L h'
150 °C
300 L ht

0.14 mL min’?
AccQTag C18 130A 3.0 mm x 100
mm 1.7 pm

5 mM formiato de amonio pH 3.0

Metanol + 5 mM formiato de
amonio + 0.1% acido féormico

40 °C

0.2 mL min*t
S5 UL
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Gradiente

Tiempo (min) Flujo mL min~ %A %B Curva
Inicial 0.200 100 O -
0.7 0.200 98 2 6
3.0 0.200 95 10 6
3.1 0.200 10 90 6
5.0 0.200 10 90 6
6.0 0.200 100 O 6

Los iones se monitorearon usando MRM (Multiple Reaction Monitoring) para al menos una

transicion (figura 9) bajo las siguientes condiciones de tindem MS (cuadro 6).

Cuadro 6. Configuracién del detector de espectro de masas en tandem MS-MS

Analito lon lones Tiempo Voltaje Energia de
precursor producto de del cono colision
m/z m/z colecta V) (V)
(s)

Analito Parent m/z  Daughter m/z  Dwell (s) Cone (V) Collision (V)
Prolina 116.00 43.00 0.003 30 25
70.00 0.003 30 20
ABA(-) 263.10 152.00 0.115 11 15
219.00 0115 11 10
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Figufa 9 Corridva crrofnatogréf'ic.a (LC MS-MS) y cufvé dé re-g‘]resi() para la cuantificacion
de ABA y prolina a partir de estandares.

5.9. Andlisis de Datos

Para la interpretacion de datos se realiz6 un disefio completamente al azar con dos factores (dosis
de extracto y tiempo) para la prueba de laboratorio e invernadero; y una comparacion de medias
para las variables evaluadas en cada tiempo de muestreo post-induccién de estrés. Los resultados
fueron analizados en Minitab 19, las diferencias de medias se consideraron estadisticamente

significativas cuando el valor p < 0.05
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6. RESULTADOS

6.1. Cinética de Extraccidn (Solidos Disueltos y Azucares Totales)

Los procesos de expansion de la agricultura y la demanda de alimentos bajo esquemas de
produccidn amigable con el medio ambiente, ha impulsado la atencidn hacia el aprovechamiento
de los recursos naturales. Los extractos a base de plantas es un campo de oportunidad de creciente
demanda en la agricultura debido a su importancia en la agricultura sustentable ya que se
promueve como una solucién alternativa al uso de sustancias quimicas (algunas de ellas toxicas)
para solucion de problemas agronémicos (Isman y Grieneisen, 2014; Pavela, 2016; Kocira et al.,
2021; da Silva-Carvalho et al., 2022).

En la presente investigacion, se obtuvo que el uso de los co-diluyentes alcohol etilico y acido
lactico fueron eficientes para incrementar significativamente la extractabilidad de sélidos solubles
a partir del tejido de biomasa de S. portulacastrum tal como se muestra en la figura 10 (base
solidos disueltos totales y azUcares totales, respectivamente). La extractabilidad promedio de
sdlidos con la solucion etanolactica fue de 2.9 % (p/v) y 2.5 mg mL* de sélidos disueltos totales
y azlcares totales, respectivamente; vs 1.75 % (p/v) y 2 mg mL™ con la extracciéon acuosa,
respectivamente. Dicha extraccion fue equivalente a una eficiencia de arrastre p/p de 135 a 150
mg de solidos disueltos totales (11 a 15 mg de azlcares totales) por g de biomasa de S.
portulacastrum. La eficiencia en la extraccion puede estar influenciada por la naturaleza
suculenta de las hojas de dicha especie y el aumento de la polaridad del solvente con la adicion
del acido lactico y el etanol. En cuanto al comportamiento de dichos sélidos a través de la cinética
de extraccion, los resultados muestran que 1 h de proceso fue suficiente para el arrastre del
contenido celular del tejido de S. portulacastrum (Figura 10). Se conoce que el solvente méas
economico y ambientalmente amigable es el agua, no obstante, tanto el acido lactico como el
etanol son compuestos organicos de creciente demanda en la industria de la extraccion por su
origen a partir de procesos de la fermentacion y su bajo costo. Por lo anterior, se consideran
candidatos dentro del grupo de procesos de bajo impacto y adicion de valor en el creciente

aprovechamiento para los procesos extractivos de biomasas a partir de especies vegetales con
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potencial uso en la agricultura (Yang et al., 2012). No obstante, el posible efecto de acidificacion
y deshidratacion por el &cido lactico y el etanol hizo necesario un ensayo previo para descartar

toxicidad de los extractos o de los metabolitos propios de S. portulacastrum.
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Figura 10. Cineética de extraccion etanol4ctica de sélidos a partir de biomasa de S.
portulacastrum. A, sélidos disueltos totales; B, azUcares totales. Tiempo de extraccién 5 h
a temperatura de 25°C. La condicion de extraccion significativamente con mayor
rendimiento de arrastre se indica con * a un valor p < 0.05. [=desviacion estandar, n=5.
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6.2. Prueba de Fitotoxicidad del Extracto de S. portulacastrum

Los fitocompuestos pueden actuar como solutos compatibles, pero se reconoce que algunos de
ellos pueden llegar a presentar fitotoxicidad en funcion de la dosis, de donde se origina el
principio de compartimentalizacion y exclusion en vacuolas. Adicionalmente, las condiciones de
polarizacién que confiere el uso de etanol y de acidificacion del &cido lactico, pudieron resultar
en efectos adversos en los lipidos de las membranas cuticulares de los tejidos foliares mas jovenes
de las plantas de tomate. No obstante, lo previamente considerado, se confirmé que la aplicacion
consecutiva de exceso de dosis del extracto de S. portulacastrum no indujo alguna respuesta
fitotoxica en el tejido de las plantas en el desarrollo fenoldgico empleado para este estudio (figura
11). Después de 3 dias de aspersion foliar de 200, 400, 500 y 600 mL de extracto por planta, la
fitotoxicidad segun la escala de referencia del metodo EWRC fue de nula sefial de toxicidad con
resultado de dafio en 1. En un estudio con ciclitoles sintéticos se reportd citotoxicidad en raices
de Cicer arietinum L. expuestas a dosis superior de 2.5 umol por planta, las cuales causaron
degeneracion celular e incremento del indice mitético (Cevik et al., 2014). Con base en lo

anterior, las concentraciones de ensayo experimental se establecieron en dosis inferiores al

400 ml ‘

umbral reportado.

200 ml ‘

Testigo

Figura 11. Hojas de tomate expuestas a diferentes concentraciones de extracto de S.
portulacastrum posteriores a 3 dias de aspersion foliar.
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6.3. Identificacion de Componentes del Extracto de S. portulacastrum

La seleccion del material colectado en las dos localidades geogréaficas pertenecientes a las zonas
costeras centro norte (Guasave) y centro (Navolato) de Sinaloa (ver figura 7), se estableci6 con
base en la composicion de los extractos etanolécticos.

Los principales componentes detectados en los extractos de S. portulacastrum se describen en el
cuadro 7 que resume el barrido cromatografico cualitativo. En general los fitocompuestos
principales encontrados fueron fitol, estigmasterol y sitosterol, los cuales forman parte del grupo
fitoesteroles, de los cuales se han descrito actualmente hasta 250 fitoesteroles diferentes. Destaca
por su abundancia en la mayoria de las especies de plantas el B-sistosterol, por otro lado, el
colesterol se encuentra en minimas cantidades (Burciaga, 2019).

La variacién en composicién entre localidades de procedencia permitié identificar que las plantas
de la localidad de Buenavista, Guasave acumularon 4-C-metil-mioinositol, perteneciente al grupo
de los osmorreguladores (cuadro 7). Debido a que el mioinositol metilado es un precursor del
poliol ciclico pinitol cuya funcién es la proteccion de las plantas contra el estrés salino e hidrico,
se dirigio la basqueda a la cuantificacion de dicho ciclitol (Cevik et al., 2014; Ahn et al., 2018;
Cevik et al., 2019). El extracto etanolactico de Guasave presento una concentracion de pinitol de
1.097 mg mL™* equivalentes a 5.5 mg g (peso fresco). A partir de dicha concentracion en el
extracto, se definieron los volumenes para la preparacién de soluciones a 0.15, 0.30 y 0.45 umol
que constituyeron los tratamientos con base en antecedentes de aplicacion exdgena de
mioinositol, el cual pertenece al mismo grupo de ciclitoles de importancia en procesos biologicos
del crecimiento y desarrollo vegetal (Cevik et al., 2014; Hu y Xiong, 2014; Yildizli et al., 2017,
Cevik et al., 2019; Hu et al., 2020).

Es importante mencionar que los osmoprotectantes pueden agruparse en 3 grupos principales: las
betainas y compuestos relacionados (dimetilsulfoniopropionato y sulfato de colina); los
aminoacidos (prolina y ectoina); y finalmente los polioles (sorbitol, manitol, D-ononitol, D-
pinitol) y azucares (trehalosa). Entre los polioles el D-pinitol juega una funcién central en la
respuesta a estrés salino, déficit hidrico (por sequia o altas temperaturas), nodulacion radicular
(leguminosas) y desarrollo embrionario (Ahn et al., 2018).

Algunos reportes sobre la capacidad de acumulacion de prolina y glicina betaina en callos
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cultivados in vitro de S. portulacastrum y sometidos a concentraciones crecientes de NaCl de 0,
100, 200 y 400 mM (Lokhande et al., 2010a). De igual manera Kannan et al. (2013) reportaron
la acumulacion de prolina y glicina betaina en plantas expuestas por 28 dias a 0, 100, 200, 300,
400, 500 y 600 mM de NaCl, las cuales alcanzaron concentraciones de 1.7 a 4.4 mg g de prolina
y de 1.4 a 3.3 mg g de glicina betaina. Lo anterior difiere de nuestros hallazgos pese a que se
realizaron ensayos dirigidos a la cuantificacion de dichos compuestos y solo se identificaron

trazas de glicina betaina (datos no mostrados).

Cuadro 7. Compuestos identificados en extracto etanoléctico de S. portulacastrum mediante
barrido en GC-MS en extractos de plantas colectadas en dos localidades costeras.

Localidad

Nuevo Altata, Navolato Buenavista, Guasave

ret-é-:]e(:r%%o(?nein) Compuesto (NIST) ret-géirircl)?]o(gmei ) Compuesto (NIST)
8.495 5-metil-1-nitropirazole 16.494 4-C-metil-mioinositol
18.903 Fitol 18.91 Fitol
33.706 Escualeno 33.69 Escualeno
31.6 dl-a-tocoferol 45.184 Estigmasterol
43.731 Estigmasterol 41.197 Cholesterol
44,731 I'-sitoesterol 46.8 B-Amyrin

6.4. Efecto del Extracto de S. portulacastrum en el Estrés Hidrico

Las caracteristicas de contenido relativo de agua (CRA), hidratacion aparente visual, pigmentos
fotosintéticos, contenido de prolina, glicina betaina y &cido abscisico, se utilizaron como
indicadores de la respuesta de las plantas de tomate al estrés hidrico inducido con PEG, asi como
para medir la influencia protectora de las aplicaciones foliares del extracto de la planta haléfita S.

portulacastrum conteniendo el ciclitol pinitol.
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6.5. Contenido Relativo de Agua (CRA) Foliar

Los efectos de los tratamientos con PEG y aspersiones foliares de S. portulacastrum a diferentes
dosis se muestra en la figura 12. En general, el marco de fluctuaciones de valores CRA para los
distintos tratamientos fue de 91 a 71%, mientras que el testigo en mejor condicion de hidratacion
se mantuvo entre 91 y 85% durante el periodo de monitoreo de este estudio. Los valores mayores
de 80% se consideran indicativos de buena hidratacion y a medida que el CRA disminuye se
presenta progresivamente el estado de estrés por descompensacion hidrica (Ortiz et al., 2003).
El comportamiento de disminucién en los valores de CRA presentd cambios significativamente
hacia la reduccion a partir del dia 1 en los tratamientos de mayor dosis de aspersion del extracto,
sugiriendo un efecto negativo en el estado de hidratacién de las hojas, aunque éste no fue
correspondiente con lo observado en la apariencia de pérdida de turgencia (figura 14) ni en el
estado general de las plantas (datos no mostrados).

De acuerdo con los datos de CRA, fue la dosis de 0.15 umol la que indujo una mayor retencion
de agua en los tejidos foliares, con un efecto méas diferenciado a partir del dia 2, manteniendo en
promedio de 82.5 a 90% el indice CRA en condiciones similares al testigo absoluto no inducido
con PEG. El Testigo PEG redujo por debajo del 80% el CRA a partir del dia 2, mostrando que
las condiciones experimentales propuestas, fueron efectivas en la induccion del estrés hidrico.
Por otro lado, las dosis de 0.30 y 0.45 umol de pinitol, presentaron la condicion de CRA menor
a partir del dia 1 alcanz6 un valor cercano al 73% para el dia 3.

Las hojas juegan una funcién importante en los procesos metabdlicos de la fotosintesis y la
transpiracion. Los estudios sobre el efecto de corto plazo del estrés hidrico sobre el estado de
hidratacion de hojas totalmente expandidas utilizan la variable Contenido Relativo de Agua
(CRA) debido a que es un indicador representativo de la suma progresiva de afectaciones
metabdlicas esperadas ante la condicion de estrés presente y en consecuencia de la estabilidad
homeostatica celular (Claussen, 2005). La pérdida de agua en mayor o menor grado, detona la
activacién de los sistemas de ajuste osmatico para contrarrestar los diferenciales de potencial
hidrico que se causan en el sistema suelo-planta-atmosfera, y de esta manera reducir las
afectaciones metabdlicas (Moreno, 2009).

El CRA se utiliza para conocer el nivel de agua de un tejido, este es relacionado con el potencial
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hidrico ya que éste y sus componentes, potencial de presion y solutos, estdn en funcion del
volumen de agua del protoplasma (Argentel et al., 2006).

—— Testigo --#- Testigo PEG —#— 0.15 pmal --#+-- 030 pmol —%— 0.45 pmol

% CRA

60 . . .
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Dias
Figura 12. Contenido relativo de agua (% CRA) en hojas de plantas de tomate Tisey DRD
8551 sometidas a estrés hidrico y tratadas con diferentes dosis de extracto de S.
portulacastrum. Las diferencias de medias por dias que no comparten letra son
significativamente diferentes p<0.05.

En concordancia con el valor CRA, el contenido de materia seca fue en comportamiento de
aumento confirmando una condicidon de reduccién de humedad en lo tejidos, mayormente
afectado por la dosis de 0.45 pumol y el dia 3 de post-induccion de estrés. Los efectos principales
de la aplicacién de las dosis foliares de pinitol con base en el valor de materia seca, reiteran que
la dosis baja de 0.15 pmol fue la que revirtio el efecto de deshidratacion del PEG a los valores
mas cercanos al testigo no inducido (figura 13). El valor promedio de materia seca en los
materiales de tomate en estudio fue de11.5%, la induccion con PEG produjo una deshidratacion
que provoco un efecto de aparente incremento de materia seca a valor de 15% y la dosis alta a

21%; no obstante, este efecto se vio influido por la consecuencia propia de la deshidratacion de
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los tejidos que se obtuvo segun los valores de CRA, en la misma correspondencia de los
tratamientos. El valor promedio en general para la dosis de 0.15 umol fue de 13%, la cual se
considerd con base en la retencion de humedad en el tejido, la de mayor proteccion del estres
hidrico. Es importante hacer notar que con base en este efecto de deshidratacion, los valores de
acumulacién de clorofila, prolina y &cido abscisico presentan una influencia de concentracion
derivada de la reduccion del contenido de agua en los tratamientos de dosis media y alta de pinitol
la cual no fue transformada a materia seca debido a la alta variacion que se tuvo en la condicion

de microensayo a falta de suficiente tejido foliar.
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Figura 13. Porcentaje de materia seca de hojas de plantas de tomate con estrés hidrico
inducido y tratadas con diferentes dosis de extracto de S. portulacastrum. Las diferencias
de medias por dias que no comparten letra son significativamente diferentes p<0.05.

6.6. Apariencia Relativa de Hidratacion

La influencia del estrés hidrico en la apariencia del estado de hidratacion de hojas se muestra en
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la figura 14. La adicion de PEG 6000 a la solucion nutritiva de sostenimiento de las plantas de
tomate, provocé una apreciable pérdida de turgencia visual en las hojas, las cuales fueron
escindidas e inmediatamente descritas comparativamente a partir de un registro fotograficamente
a partir del dia 1 post exposicion, mientras que el marchitamiento del tejido en forma de
enrollamiento fue notable a partir del dia 2.

Las hojas del tratamiento testigo mostraron una apariencia hidratada correspondiente a un estado
de desarrollo normal en la planta; mientras que el efecto inductor de estrés hidrico inducido en
las hojas del testigo PEG mostraron sintomas de deshidratacion con la correspondiente pérdida
de turgencia el cual puede observarse cuantitativamente en los resultados de la variable CRA
(figuras 12 y 14). Los efectos de deshidratacion en los tratamientos de 0.30 y 0.45 pmol de pinitol,
pueden ser considerados como un efecto combinado de reaccion con el estrés hidrico y se
descartan como efecto negativo debido a que las dosis empleadas del extracto de S.
portulacastrum para la prueba de fitotoxicidad, no indujeron dafio en plantas aun cuando
superaron las proporciones de dichos tratamientos (figura 11).

En lo general, se puede observar en el comparativo fotografico que los sintomas de deshidratacion
en los tejidos de las hojas se presentaron en los tiempos y tratamientos que cuando los valores
CRA estuvieron cercanos a 88%, se relacionaron los sintomas ya visibles de pérdida de turgencia
en la hoja del testigo PEG, mientras que los sintomas de enrollamiento foliar por marchitez fueron
visibles a partir de un CRA de 80% o menos (figuras 12 y 14). No se presentaron clorosis ni
amarillamientos.

Por otro lado, la apariencia de hidratacion de las hojas asperjadas con S. portulacastrum
equivalente a 0.15 umol de pinitol, presentaron la mejor apariencia de tejido en estado de
turgencia al dia 1y dia 3 (excepto el dia 2) por lo cual se considerd que la dosis baja present6 una
respuesta mas favorable de proteccion contra el efecto osmotico del PEG en las plantas de tomate.
No obstante, del presente resultado puede interpretarse es necesario conducir mas experimentos,
por ejemplo considerando dosis intermedias entre 0 y 0.30 pumol de pinitol, reducir la
concentracion de PEG para una menor presion de deshidratacion o bien probar efectos de
aspersiones previo a la aclimatacion e induccidn del estrés para explorar mas ampliamente los
potenciales beneficios del extracto de S. portulacastrum como bioinsumo de la agricultura
ecologica en creciente expansion y demanda de alternativas de ingredientes con funcionalidad en

la fitoproteccion de los cultivos.
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Testigo TesticoPEG  0.15 junol 030 umol  0.45 punol
Figura 14. Diferencias en apariencia de hojas de tomate post-exposicién a estrés hidrico
con PEG 6000 y tratadas a diferentes concentraciones de extracto de S. portulacastrum;
(—») apariencia de pérdida de turgencia (—) enrollamiento por marchitez.

6.7. Contenido de Clorofila (ay b)

Los resultados obtenidos de la determinacion de clorofila estan presentados en la figura 15; se
puede observar que la tendencia a través del tiempo en el contenido de clorofila a y b fue similar,

con una mayor proporcion de clorofila a. La variabilidad en la medicion de estos indicadores
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fisiologicos se consideré moderadamente alta lo que redujo el hallazgo de efectos definidos y
significativos entre los tratamientos. No obstante, se obtuvo en términos generales que el
tratamiento testigo no inducido, no presento variaciones en concentracion a traves del tiempo con
valores promedio de 0.99 a 1.25 mg g* de clorofila ay de 0.72 a 0.51 mg g* de clorofila b. El
resto de los tratamientos inducidos con PEG y tratados con alguna dosis foliar de pinitol,
tendieron a aumentar la concentracion de ambos tipos de clorofila a partir del dia 1,
diferenciandose hacia el dia 3 una concentracion intermedia de 1.75 mg g de clorofilaay 0.8
mg g de clorofila b en las dosis 0 y 0.15 umol de pinitol. El valor promedio de clorofila a fue de
3.1 mg g?y clorofila b de 1.65 mg g tanto en las dosis de 0.30 y 0.45 pumol con una tendencia
marcada hacia una aparente acumulacién que se pudo ver al menos en parte influida por la
deshidratacion del tejido. Se esperaba una disminucién en la concentracién de clorofilasay b, en
el grupo testigo PEG y un efecto de reduccién de dicho efecto por la aspersion de extracto de S.
portalucastrum.

En diversos estudios de plantas sometidas a estrés hidrico, se reporta la disminucion en el
contenido de clorofila. En cacahuate inducido a estrés hidrico mediante la exposicién a diferentes
concentraciones de PEG 6000 (5, 10, 15y 20%) en un periodo de 24 h, se midié la concentracion
de clorofilas a y b; en el control fue de (1.606 y 0.474 mg g*l), de igual manera para las
concentraciones PEG 5% (1.34y 0.7 mg g1), 10% (1.1y 0.56 mg g™*), 15% (0.874 y 0.528 mg g
1)y 20% (0.66 y 0.386 mg g1), respectivamente, con lo cual se aprecid un efecto de disminucion
de la concentracidn tanto de clorofila a como b (Meher-Shivakrishna et al., 2018).

Otro estudio realizado por Kumar et al. (2011) en frijol gandul (Cajanus cajan L. Millspaugh),
en el cual se indujo un estrés progresivo simulando dos potenciales osmoéticos (-0.51 y -1.22
MPa), reportd que a valores de potencial osmotico de -0.51 MPa las concentraciones de clorofila
a'y b en el control fueron mayores (1.25 y 1.14 mg g, respectivamente) con respecto a la
reduccion inducida por el estrés de -1.22 MPa (0.78 y 0.58 mg g%, respectivamente).

La fotosintesis esta influenciada y a menudo limitada por diversos factores internos y externos
como son la concentracion de gases (CO2 y O2), temperatura, circulacion del aire, estado hidrico,
nutrientes, desarrollo, morfologia de la hoja, actividad/concentracion de los aceptores de

electrones o enzimas implicados y resistencia foliar al intercambio gaseoso, entre otros.
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Figura 15. Contenido de clorofila a (A) y clorofila b (B) en hojas de plantas de tomate con
estres hidrico inducido y tratadas con diferentes dosis de extracto de S. portulacastrum. Las
diferencias de medias por dias que no comparten letra son significativamente diferentes
p=<0.05.

Varios estudios han demostrado una disminucion de la actividad fotosintética debido al estrés

64



hidrico. Esta disminucion se asocia con alteraciones de procesos y componentes bioquimicos,
siendo el fotosistema Il el méas sensible de estos componentes a la baja disponibilidad hidrica
(Sainz et al., 2010). La disminucion del contenido de clorofila bajo estrés debido al estrés
oxidativo podria ser el resultado de la fotooxidacion de los pigmentos y degradacion de la
clorofila (Anjum et al., 2011).

No obstante, otros autores consideran que la diminucion del contenido de clorofila inducida por
la sequia constituye un mecanismo de defensa de la planta para reducir la presion causada por el
exceso de energia sobre los fotosistemas | y 1l (Cardona-Ayala et al., 2014). Ademas, es crucial
la funcion de los pigmentos carotenoides al regular el transporte de electrones fotosintéticos
(Ready et al., 2004) dado que son los mediadores del proceso utilizado por las plantas para disipar

el exceso de energia luminica (Demming-Adams y Adams, 1996).

6.8. Prolina

La influencia del estrés hidrico y la aplicacién de extractos de S. portulacastrum sobre la
acumulacién del osmolito prolina sugieren un incremento de manera considerable en las plantas
inducidas al estrés hidrico con PEG con menor efecto de acumulacion (valor promedio de 71
umol g2) en la dosis de 0.15 pmol (figural6). El contenido de prolina se mantuvo, a lo largo del
tiempo, sin presentar signos de acumulacion en el testigo (1.3 umol gt); mientras que la
acumulacién de 50 a 100 veces en los tratamientos inducidos con PEG y asperjadas con las dosis
con pinitol con la mayor tendencia de acumulacion a partir de los dias 2 y 3 post-induccion. Este
osmolito fue el indicador fisioldgico mas significativo de este estudio y a diferencia del resto de
los indicadores, la magnitud de su acumulacion fue claramente responsiva frente a la induccién
de estrés hidrico y por induccion de la aspersion de 0.15 umol de pinitol, en asociacién con las
variables de CRA y materia seca. La aspersion del extracto de S. portulacastrum ajustado a 0.30
pmol de pinitol tuvo el valor mas alto de prolina en el dia 3 y el dato més bajo fue de la dosis de
0.15 umol, descartando la influencia de la pérdida de agua en la dosis alta. De este resultado
deriva la sugerencia de realizar estudios posteriores con variacion en el disefio que incluyan

conocer el efecto de la frecuencia de aplicacion, asi como la inclusion de gradientes de estrés
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hidrico con induccion pre- y post-aspersion con extractos de S. portulacastrum, ademéas de que
partiendo de estos estudios, incluir pinitol sintético como testigo para confirmar las propiedades
bioldgicas de osmorregulacion previamente reportadas.

La prolina es referida como un importante regulador osmotico de las plantas bajo estrés osmético,
cuya acumulacion estd regulada en respuesta a la hormona ABA con diferenciacion de la
respuesta en los tejidos de los cuales las hojas son consideradas de alta expresion biosintética
cuya acumulacion varia entre plantas y puede llegar a ser 100 veces mayor que su concentracion
en condiciones controladas ausentes de estrés. La acumulacion de prolina se ha propuesto como
un mecanismo adaptativo de tolerancia debido a que este osmolito puede actuar como un
aminoacido aportador de carbono y nitrégeno en condiciones de estrés osmotico y oxidativo;
ademas, entre sus funciones moleculares se le considera un estabilizador de la estructura proteica
y un amortiguador de pH citosolico para estabilizar el potencial redox celular (Verbruggen y
Hermans, 2008; Wang et al., 2022).

Los valores de acumulacion de prolina de este estudio son 500 veces superiores a lo reportado en
un estudio con 7 variedades de tomate inducidas mediante restriccion de riego a un estrés hidrico
de 50 a 55 % de humedad con respecto a la capacidad de campo (Sakya et al., 2018), donde la
variedad con mayor capacidad de acumulacion de prolina fue de 16.14 pg g (peso fresco)
equivalentes a 0.14 pmol g* (peso fresco) vs 450 umol g (peso fresco) detectados en hojas del
tratamiento inducido PEG asperjado con dosis media de S. portulacastrum o bien, los ligeramente
superior a 250 pmol g (peso fresco) de prolina detectados en el tratamiento testigo PEG.

Por otro lado, el bajo contenido de prolina en las plantas sin induccion de estrés coincide con los
datos reportados por (Claussen, 2005), quien report6 valores de prolina de 1.5 umol g (peso
fresco) en tomate cultivar Counter. Goel (2010), en tomate transgénico sometido a estrés salino
acumul6 85 pg g (peso fresco) de prolina (0.73 umol g peso fresco); mientras Wang et al.
(2022) report6 una acumulacion de prolina en hojas de sandia (Citrullus lanatus L.) de 3.04 umol
g (peso fresco).

La prolina es uno de los osmolitos mas estudiados en tomate y su concentracion se incrementa
significativamente después de la exposicién al estrés, aunque no se habia logrado un consenso
entre la tolerancia al estrés y la acumulacién de prolina (Ashraf y Foolad, 2007). Algunos autores
plantean que la acumulacion se considera como un sintoma de dafio y no de tolerancia al estrés,

mientras que otros autores informan que los incrementos observados en los niveles de prolina
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estan relacionados principalmente con mecanismos de tolerancia a corto plazo (Ashraf y Foolad,
2007; Sakya et al., 2018).
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Figura 16. Contenido de prolina libre en hojas de plantas de tomate con estrés hidrico
inducido y tratadas con diferentes dosis de extracto de S. portulacastrum L. Las diferencias
de medias por dias que no comparten letra son significativamente diferentes p<0.05.

En el estudio del efecto bioestimulador del ciclitol sintético dl-ciclopentano-1,2,3-triol aplicado
exdgenamente tres dias previo a la induccion de estrés hidrico en plantas de cebada (Hordeum
vulgare) con una prolongacion de 6 dias post-induccion, se encontrd que dicho ciclitol estimul6
el cierre estomatico y la expresion de proteinas de respuesta a sequia de la ruta de captura de
especies reactivas de oxigeno, metabolismo energético, fotosintesis y osmorregulacion, asi como
una reduccion en la biosintesis de ABA. En dicho estudio se reporta que tanto el ABA como la
prolina, incrementan su biosintesis en correlacion con la severidad de la condicion de estrés
hidrico (Gervik et al., 2019). El valor CRA de la condicion de estrés mas severa en cebada fue de
60% el cual indujo una acumulacion de 24.4 umol g peso fresco vs el contenido basal de 0.1
umol gt peso fresco del testigo sin estrés; mientras que, la aplicacion exdgena de dl-ciclopentano-
1,2,3-triol provoco una reduccion en la severidad de la deshidratacion con un CRA ligeramente
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superior a 65% y una acumulacion de prolina correspondiente a 27.3 pmol g peso fresco. En ese
sentido, la rehidratacion de las plantas indujo una respuesta reversible del estrés y las plantas
dejaron de acumular prolina aun en el tratamiento con el ciclitol a 0.2 pmol g* peso fresco.
Derivado de esos hallazgos y los previamente reportados en garbanzo (Cervik et al., 2014) donde
se realizaron importantes contribuciones del uso potencial de dicho ciclitol sintético como
osmoprotectante modulador del movimiento estoméatico y maquinaria fotosintética en plantas
bajo condicion de estrés hidrico, se propone su futura explotacion comercial en la agricultura para
conservar condiciones productivas en condiciones ambientales desfavorales.

Por lo anteriormente expuesto, la oportunidad de profundizar los estudios con los extractos de S.
portulacastrum, una fuente importante de ciclitoles naturales como el pinitol, asi como su
caracterizacion mas extensiva tanto quimica como de induccion de respuesta de osmoproteccion,
es de gran importancia en esta nueva era de explotacion de biorecursos con potencial uso en la
reduccion de la dependencia de insumos sintéticos.

La prolina puede proporcionar proteccion contra el dafio oxidativo de dos maneras: directamente
actuando como un eliminador de especies reactivas de oxigeno (ROS), e indirectamente al
consumir NADPH durante su biosintesis y producir NADP+, el aceptor final de electrones
fotosintéticos, para evitar la transferencia de exceso de poder reductor al agua generando especies
reactivas de oxigeno. Cualquier condicion que disminuya el uso de la energia fotosintética en el
metabolismo del carbono disminuira el ritmo de flujo de electrones desde el agua al NADP+
debido a la falta de regeneracion de aceptores de electrones. EI hecho de que la sintesis de prolina
a partir de glutamato involucre un importante consumo de NAPDH y ATP, sugiere que la
biosintesis de prolina podria ser un mecanismo adaptativo para mejorar el desequilibrio entre la
energia luminica absorbida, la energia usada en el transporte de electrones y el metabolismo del

carbono bajo condiciones de estrés (Mattioli et al., 2009).

6.9. Acido Abscisico (ABA)

El incremento en la acumulacién de la hormona ABA tuvo un efecto significativamente

dependiente de la condicion de estrés y tiempo post-induccion en plantas de tomate (figura 17).
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Pese a las variaciones en la determinacion analitica que afectaron la definicion de significancia
estadistica en este estudio, la concentracion de ABA cuantificada en las plantas inducidas con
PEG, fue significativamente superior a reportes previos donde los niveles mas altos de ABA
apenas alcanzaron los 0.87 ng mL™ y fueron ligeramente reducidos por la aplicacion exdgena de
un ciclitol sintético (Cevik et al., 2019).

El contenido reducido de ABA en plantas sin estrés hidrico, demostraron que el tratamiento con
PEG fue efectivo para inducir la condicion simulada de estrés planteada como objetivo en esta
investigacion; mientras que la acumulacion de la fitohormona a concentraciones hasta de 0.48
umol gt de tejido de tomate fue en general indistinguible en magnitud entre los tratamientos con
PEG con o sin aspersion foliar de extracto de S. portulacastrum vs el testigo sin estrés que

mantuvo valores promedio de 0.11 pmol g
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Figura 17. Contenido de acido abscisico en hojas de plantas de tomate con estrés hidrico
inducido y tratadas con diferentes dosis de extracto de S. portulacastrum. Las diferencias
de medias por dias que no comparten letra son significativamente diferentes p<0.05.

Achuo et al. (2006), reportd la concentracion de &cido abscisico en tomate sin estrés de

aproximadamente 2500 picomol g y el respectivo aumento por influencia del estrés salino y
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notablemente acumulado en concentracion superior por efecto del estrés hidrico (2700 y 5100
picomol g?, respectivamente). Dichos valores son muy inferiores a los encontrados en este
estudio, confirmando ademas tanto las habilidades del material genético de tomate utilizado,
como la eficiencia del método inductivo de estrés con PEG 6000.

La acumulacion de ABA inducido de solutos compatibles como prolina, puede ser esencial para
evitar la deshidratacion (Kishor et al., 2005). Dicha fitohormna jueva un papel crucial en el
desarrollo de estructuras radiculares y se considera como la hormona reguladora de las respuestas
al estrés ya que es capaz de coordinar varios aspectos de la respuesta al estrés abiético; tal como,
lo reportan diversos autores al estudiar su relacion con el incremento en la tolerancia a estrés por
déficit hidrico (Zhang et al., 2005; Peleg et al., 2011; Wilkinson y Davies, 2010; Cramer et al.,
2011). En tomate, estudios recientes mostraron que plantas transgénicas tolerantes a la sequia
indujeron la sobrexpresion de una dehidrina de tomate (TAS14), y lo que se asocié con un
incremento rapido en los niveles de ABA en hojas (Mufioz-Mayor et al., 2008), lo cual corrobord
el papel de esta fitohormona en la tolerancia. La accion del ABA puede estar involucrada en la

supresion de la produccion de etileno (LeNoble et al.,2004; Thompson et al., 2007).
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7. CONCLUSIONES

Se identificaron colectas de S. portulacastrum acumuladoras del ciclitol pinitol en la
region costera de Buenavista, Guasave, Sinaloa, cuya concentracion de dicho osmolito y
potencialmente otros de importancia bioldgica que utiliza para sus mecanismos de adaptacion a
condiciones de salinidad y sequia, lo convierten en un potencial recurso natural para estudio en
su explotacion agroecoldgico.
El método de mejor arrastre de sélidos para la preparacion de extractos de S. portulacastrum es
con la adicidn de acido lactico y etanol, lo cual permite incrementar el arrastre de sélidos solubles
potencialmente bioactivos por aplicacidén exdgena en plantas con estrés hidrico.
La induccion de estrés con PEG 6000 fue efectiva para inducir respuestas de osmorregulacion en
plantas de tomate cultivadas hidropdnicamente y la aspersion de pinitol de fuente natural de S.
portulacastrum a concentracion de 0.15umol (denominada dosis baja) fue la condicion de
bioestimulacion de la actividad fisiologica de adaptacion al estreés.
De las variables indicadoras fisioldgicas de la capacidad de respuesta o de induccién de
osmorregulacion, fue la capacidad de acumulacién de prolina la que presenté un comportamiento
sobresaliente en la variedad de tomate y condiciones de bioestimulacion probadas. En
comparacion con las referencias consultadas, Lo anterior sugiere que el material genético
utilizado posee una alta capacidad de biosintesis de dicho aminoacido y que los extractos de S.
portulacastrum son altamente estimuladores por aplicacion exdgena foliar. La acumulacion de
prolina representd el indicador de mayor asociacién a la condicion de estrés estudiada y su

progresividad a través del tiempo de post-induccidn de estrés.
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8. RECOMENDACIONES

La basqueda de alternativas para hacer frente a las necesidades de mantener e incrementar
la produccion de alimentos con base en estrategias con sustentabilidad en la agricultura se
encuentra en auge. Los nuevos retos que el cambio climatico nos demanda, provoca una tendencia
creciente para la definicién de nuevas especies o biorecursos con posibilidad de explotarse e
integrarse en la cadena de produccion de alimentos. Entre los posibles aprovechamientos se
encuentra la propuesta de especies vegetales invasivas y halofitas con propiedades de
bioestimulacion para reducir los impactos del medio ambiente como son la sequia y la salinidad.
En ese sentido, este trabajo suma elementos para valorar definiciones mas especificas y futuro
uso potencial de la planta costera Sesuvium portalucastrum o también conocida como verdolaga
de mar a quien se le atribuyen numerosas propiedades en &mbitos de la alimentacidn, salud, medio
ambiente y agricultura.

Este trabajo es apenas una aproximacion a la caracterizacion de colectas escasas en la zona costera
de Sinaloa, pero contribuye de manera sustancial sus propiedades de osmorregulacion en el
cultivo de tomate. Se sugiere ampliar el estudio de otras variables indicadoras de su propiedad de
bioestimulacion, tales como la induccion de malonaldehido (MDA), conocido como indicador
del dafio por oxidacion presentado tanto en estrés hidrico, salino y por temperatura, asi como las
maquinarias enzimaticas que contrarrestan el estrés oxidativo asociado al estrés abiotico.

La presente investigacion, nos permitio avanzar en el conocimiento de los efectos de la aplicacion
de extractos vegetales a partir de plantas de naturaleza haléfita, que gracias a sus cualidades
metabolicas de sobrevivencia en ambientes extremos, proveen de compuestos que nos ayudan a
bioestimular a las plantas en la defensa ante el estrés, por lo que recomendamos en proximas
investigaciones, la evaluacion de dosis menores a 0.15 pumol durante un tiempo mas prolongado,
asi como la definicién de los efectos especificos que se atribuyen al ciclitol pinitol o la posible
presencia de otros metabolitos de importancia biologica en ese tipo de plantas.
Experimentalmente, se recomienda modificar las condiciones de pre- y post-induccion de estrés,

asi como las frecuencias y vias de aplicacion de los extractos.
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